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La carne roja de mayor consumo mundial es la carne de cerdo, por tanto la 
producción porcina constituye el subsector pecuario de mayor crecimiento, donde 
España es el segundo mayor productor en Europa después de Alemania. En este 
contexto, el crecimiento y la deposición grasa son algunos de los caracteres 
económicos más relevantes en la producción porcina. Además, el cerdo es utilizado 
como especie modelo en el estudio de la obesidad y patologías humanas 
relacionadas con ella, dada su mayor semejanza en anatomía, genética y 
fisiopatología. Por todo ello, el estudio de estos caracteres suscita un gran interés 
desde el punto de vista tanto biomédico como productivo.  
Diversos factores contribuyen a la variación fenotípica del crecimiento y la 
deposición grasa. La composición de la dieta, la edad y el sexo tienen un gran 
efecto sobre estos. Asimismo, factores medioambientales como los sistemas de 
producción, las horas de luz y la temperatura influyen en los requerimientos 
individuales afectando al contenido graso de los animales. Por otro lado, las 
diferencias existentes en el crecimiento y la deposición grasa de las distintas razas 
porcinas indican la importancia de los factores genéticos en la regulación de estos 
procesos. La heredabilidad de estos caracteres en porcino se ha estimado en 
aproximadamente 0.45 para la deposición grasa y 0.25 para caracteres de 
crecimiento. 
El objetivo general de esta tesis ha sido profundizar en el conocimiento de la 
base genética de la regulación del crecimiento y la deposición grasa en porcino, 
identificando genes, rutas génicas y mutaciones que afecten a estos caracteres. Este 
objetivo general ha sido abordado desde distintas perspectivas utilizando tanto 
metodologías de análisis masivos como metodologías más tradicionales sobre el 
material animal de un cruce experimental de cerdo Ibérico x Landrace. 
El cruce experimental Ibérico x Landrace fue desarrollado en 1996 con el 
objetivo de estudiar la base genética del crecimiento, deposición grasa, 
composición corporal y calidad de la carne en porcino. En principio se obtuvo una 
generación F2 y posteriormente se obtuvo nuevo material animal en las 
generaciones F3 y dos retrocruces procedentes del cruce de machos F2 x Landrace 
y de machos F1 x Landrace. Entre los resultados más relevantes obtenidos en este 
material y relacionados con el crecimiento y la deposición grasa cabe destacar la 
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detección de QTLs en los cromosomas SSC2, SSC4 y SSC6. El QTL localizado en el 
SSC6 ha sido estudiado en mayor profundidad identificando al gen LEPR como 
candidato biológico y posicional a portar la mutación causal de los efectos de este 
QTL. De hecho, se identificó una mutación puntual, LEPRc.1987C>T, fuertemente 
asociado a caracteres de deposición grasa y crecimiento, y se determinó que este 
SNP afecta al nivel de expresión del gen LEPR en hipotálamo, sin embargo no 
existen evidencias del efecto causal de dicha mutación. A partir de estos resultados 
previos relacionados con el crecimiento y la deposición grasa se ha desarrollado la 
presente tesis doctoral.  
Se han utilizado dos aproximaciones complementarias de análisis masivo del 
genoma sobre el material animal del cruce experimental Ibérico x Landrace para 
conseguir abordar el estudio de estos caracteres. Una de ellas consistió en análisis 
de detección de regiones QTL mediante análisis de ligamiento explotando la 
información del chip de genotipado masivo de SNPs realizado sobre la generación 
F3 y los dos retrocruces de la población IBMAP. Los análisis se realizaron 
utilizando la información conjunta de las generaciones F3 y los dos retrocruces o 
separándola de acuerdo a la generación machos utilizados para su obtención, 
poniendo de manifiesto las diferencias entre los genotipos para los QTL esperados 
y el muestreo aleatorio de los alelos de los QTLs en los individuos F1 y F2. Los 
resultados de estos análisis ha permitido corroborar e identificar nuevas regiones 
del genoma asociadas a los caracteres de interés, así como proponer potentes 
genes candidatos dentro de las mismas. Concretamente, se han confirmado los 
QTLs localizados en SSC4 y SSC6 para deposición grasa y con intervalos de 
confianza que se han visto reducidos de 12 y 18 cM a solo 7 y 2 cM, 
respectivamente. Adicionalmente, se han identificado nueve nuevos QTLs en los 
cromosomas SSC1, SSC2, SSC4, SSC5, SSC9, SSC11 SSC13, SSC14 y SSC17 asociados 
a distintos caracteres de crecimiento y deposición grasa, pudiéndose identificar en 
la mayoría de ellos potentes genes candidatos posicionales y funcionales, como los 
genes PTPRD, VCAM1, AGL, ADIPOR2, VDR, MYOG, FASLG, NCK1, CYP2E1 e ID1.  
Por otro lado, se llevó a cabo un análisis del transciptoma hipotalámico porcino, 
en animales con fenotipos divergentes para crecimiento y deposición grasa de uno 
de los retrocruces de la población IBMAP mediante la tecnología RNA-Seq. El 
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hipotálamo es el principal tejido regulador de la ingesta de alimentos, el balance 
energético y el peso corporal. En este trabajo se ha mostrado la elevada 
complejidad de este tejido en comparación con otros como el hígado y las gónadas 
y su importante implicación en los caracteres de interés. Además, mediante un 
análisis de expresión diferencial, se han podido detectar más de 200 transcritos 
conocidos y 50 nuevas isoformas diferencialmente expresadas entre los dos 
grupos de individuos divergentes para crecimiento y deposición grasa. La 
anotación biológica y funcional de éstos ha permitido identificar genes, tránscritos 
y potenciales reguladores transcripcionales involucrados en rutas relacionadas 
con el control del crecimiento y la deposición grasa. Así mismo, se han identificado 
potentes genes candidatos que se localizan dentro de las regiones QTL 
identificadas en el estudio anterior. De la lista de genes e isoformas 
diferencialmente expresadas identificados mediante esta estrategia destacan los 
genes EGR1 e IRF1, por ser tanto candidatos posicionales, localizados en el QTL 
SSC2, como funcionales. El gen IRF1 codifica un factor de transcripción involucrado 
en la regulación de la hormona de crecimiento. El EGR1 codifica así mismo un 
factor de trancripción que juega un importante papel en la regulación de la ingesta 
de alimentos y de la duración y cantidad de la ingesta. Junto con ellos, aunque no 
aparezca diferencialmente expresado en este estudio, también destaca el gen 
NR3C1, ya que se trata de un factor de transcripción que regula la expresión de 
cinco genes identificados como diferencialmente expresados en el análisis. 
Además, se han utilizado estrategias de análisis más tradicionales para el  
estudio de los genes candidatos: leptina (LEP) y receptor de la leptina (LEPR). 
Ambos genes son especialmente relevantes en este estudio dada su importante 
función sobre la regulación del crecimiento y deposición grasa y los resultados 
previos del polimorfismo LEPRc.1987C>T en porcino. La leptina es una hormona 
periférica reguladora de la saciedad producida principalmente por los adipocitos 
en función de la cantidad de materia grasa. Es liberada al torrente sanguíneo a 
través del cual llega a su receptor específico (LEPR) localizado principalmente en 
el hipotálamo produciendo su activación y desencadenando una cascada de 
señalización que produce sensación de saciedad. Debido a la falta de anotación del 
genoma porcino, el abordaje de estos genes no pudo realizarse mediante las 
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aproximaciones de análisis masivo si no de análisis estructurales y de expresión 
génica específicos y tradicionales. 
 El estudio de la secuencia del gen LEP en el material IBMAP ha permitido 
identificar 39 polimorfismos, de los cuales ocho fueron identificados por primera 
vez en este trabajo. De éstos, el polimorfismo intrónico LEPg.1387C>T mostró 
asociación con caracteres de crecimiento, deposición grasa y composición corporal 
en un análisis conjunto con el polimorfismo LEPRc.1987C>T, detectándose, 
además, efectos de ambos polimorfismos sobre la composición de ácidos grasos en 
grasa subcutánea, este último mediado probablemente a través de su efecto sobre 
la deposición grasa. Por otra parte, el análisis de la variabilidad genética de las 
regiones más polimórficas de ambos genes, región promotora del gen LEPR y la 
región intrónica entre los exones 2 y 3 del gen LEP, en diversas razas porcinas 
asiáticas y europeas y jabalí europeo, ha permitido identificar 16 haplotipos en el  
caso del gen LEPR y 48 en el LEP. Los resultados del gen LEP  han mostrado la 
posible existencia de dos núcleos de domesticación del cerdo en Asia y sugiere 
además cierta subdivisión en los genomas de origen europeo no detectada en 
estudios previos, aunque este resultado requiere análisis complementarios. 
Además, los análisis muestran un posible evento de selección sobre el gen LEPR en 
la raza Ibérica, ya que no existe variabilidad del gen en la región analizada para 
ninguno de los cerdos ibéricos analizados, posiblemente asociado al especial 
fenotipo de esta raza en relación al apetito y la deposición grasa, ligado a su 
sistema tradicional de producción basado en el aprovechamiento de los recursos 
de la dehesa, de marcada estacionalidad. Finalmente se ha llevado a cabo un 
estudio de expresión de ambos genes en cinco tejidos (grasa, hígado, hipotálamo 
diafragma y Longissimus dorsi), identificándose una nueva isoforma corta del gen 
LEPR expresada principalmente en hígado, mientras que la isoforma larga muestra 
expresión únicamente en hipotálamo. En el caso del gen de la leptina, se ha 
identificado únicamente una isoforma cuya expresión más elevada se da en grasa. 
Además se han analizado las regiones promotoras de ambos genes, identificando 
16 polimorfismos en la región promotora del gen LEPR y siete en la región 
promotora del gen LEP. El análisis de expresión génica condicionado por el 
genotipo de estos polimorfismos ha puesto de manifiesto una posible regulación 
específica de tejido e isoforma del gen LEPR. El análisis de los perfiles de expresión 
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de ambos genes, además de apoyar su conocida función de señalización a través de 
la ruta hipotalámica, parece indicar la posible implicación de ambas moléculas en 
funciones periféricas como el metabolismo lipídico, ya que existe expresión en 
tejidos distintos de los asumidos, según su conocida función.  
Analizando los resultados obtenidos de forma global, las diversas 
aproximaciones utilizadas en la presente tesis han permitido la identificación de 
genes y rutas génicas que parecen desarrollar importantes funciones en el 
crecimiento y la deposición grasa en porcino. Un análisis de interacción in silico 
con los genes más relevantes extraídos de los distintos trabajos presentados 
permite visualizar relaciones e interacciones, conocidas o predichas, entre la 
mayoría de ellos. Este análisis pone de manifiesto una localización central y un 
gran número de interacciones de las proteínas codificadas por los genes EGR1 e 
IRF1 con el resto de genes analizados, conforme a la hipótesis de que se trata de 
importantes reguladores transcripcionales del control del crecimiento y la 
deposición grasa. Además de mostrar la relación de varias de las moléculas, 
ADIPOR2, EGR1 y NR3C1 con en el eje LEP-LEPR.  
Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral abren nuevas e 
interesantes vías de estudio del crecimiento y la deposición grasa. La mayor parte 
de los análisis realizados han permitido detectar regiones del genoma, genes y 
polimorfismos interesantes, muchos de los cuales no han sido estudiados hasta la 
fecha en la especie porcina. Por tanto, un análisis más profundo de estos así como 
la validación en distintas poblaciones, permitirá identificar mutaciones causales o 
potentes marcadores con aplicación a la selección en poblaciones comerciales. En 
el caso del receptor de la leptina, la asociación del polimorfismo LEPRc.1987C>T 
con caracteres de crecimiento y deposición grasa ha sido nuevamente validada, y 
aunque no se tienen evidencias concluyentes de su causalidad y no se puede 
descartar la existencia de más de una mutación causal, los resultados apoyan el 
empleo de este polimorfismo como marcador útil en programas de selección. 
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El crecimiento y la deposición grasa son algunos de los caracteres económicos 
más relevantes en la producción porcina, además, el cerdo es utilizado como 
especie modelo en el estudio de la obesidad y patologías humanas con ella 
relacionadas, por lo que el estudio de estos caracteres suscita un gran interés. El 
objetivo general de esta tesis ha sido profundizar en el conocimiento de la base 
genética de la regulación del crecimiento y la deposición grasa en porcino, 
identificando genes, rutas génicas y mutaciones que afecten a estos caracteres. Este 
objetivo general ha sido abordado desde distintas perspectivas utilizando tanto 
metodologías de análisis masivos como metodologías más tradicionales. 
Se han utilizado dos aproximaciones complementarias de análisis masivo del 
genoma sobre el material animal IBMAP para conseguir abordar el estudio de estos 
caracteres desde distintas perspectivas. El análisis de detección de regiones QTL 
explotando información de genotipado del chip de genotipado masivo de SNPs ha 
permitido corroborar e identificar nuevas regiones del genoma asociadas a los 
caracteres de interés, así como proponer potentes genes candidatos dentro de las 
mismas. Por otro lado, la secuenciación mediante RNA-Seq del transcriptoma 
hipotalámico, principal tejido regulador de la ingesta de alimentos, el balance 
energético y el peso corporal, ha mostrado la elevada complejidad de este tejido. 
Además, mediante un análisis de expresión diferencial llevado a cabo en animales 
divergentes para los caracteres de interés, se han podido identificar genes, 
tránscritos y potenciales reguladores transcripcionales involucrados en rutas 
relacionadas con el control del crecimiento y la deposición grasa. Así mismo, se 
han identificado potentes genes candidatos que se localizan dentro de las regiones 
QTL identificadas en el estudio anterior.  
Por otra parte, se han utilizado estrategias de análisis más tradicionales para el 
estudio de los genes candidatos: leptina (LEP) y receptor de la leptina (LEPR). 
Ambos genes son especialmente relevantes en este estudio dada su importante 
función sobre la regulación del crecimiento y deposición grasa y los resultados 
previos del polimorfismo LEPRc.1987C>T en porcino. Además, debido a la falta de 
anotación del genoma porcino, el abordaje de estos genes no pudo realizarse 
mediante las aproximaciones de análisis masivo. El estudio del gen LEP en el 
material IBMAP ha permitido identificar un polimorfismo, LEPg.1387C>T, asociado 
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con caracteres de crecimiento, deposición grasa y composición corporal en un 
análisis conjunto con el polimorfismo LEPRc.1987C>T, detectándose, además, 
efectos de ambos polimorfismos sobre la composición de ácidos grasos en grasa 
subcutánea. Por otra parte, el análisis de la variabilidad genética de las regiones 
más polimórficas de ambos genes en diversas razas porcinas ha indicado, en el 
caso del gen LEP, la posible existencia de dos núcleos de domesticación del cerdo 
en Asia, y en el caso del LEPR, un posible evento de selección en la raza Ibérica 
posiblemente asociado al especial fenotipo de esta raza en relación al apetito y la 
deposición grasa. Finalmente se ha llevado a cabo un estudio de expresión de 
ambos genes en diversos tejidos, identificándose una nueva isoforma corta del gen 
LEPR y poniendo de manifiesto una posible regulación específica de tejido e 
isoforma en este gen. El análisis de sus perfiles de expresión, además de confirmar 
su conocida función de señalización a través de la ruta hipotalámica, parece indicar 
la posible implicación de ambas moléculas en funciones periféricas como el 
metabolismo lipídico. 
En general, los resultados de la presente tesis doctoral abren nuevas vías para 
progresar en el conocimiento del crecimiento y la deposición grasa y permiten 
destacar genes, reguladores transcripcionales y mutaciones especialmente 
relevantes en la determinación de estos caracteres. 
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The pork is the most worldwide consumed red meat; pig production therefore is 
the fastest growing livestock subsector. After China, the European Union is the 
largest producer, where Spain is the second producer after Germany. In this 
context, growth and fat deposition are some of the most important economic traits 
in pig production. In addition, the swine is used as a model species in the study of 
obesity and related diseases in human, given their greater similarity in anatomy, 
genetics and pathophysiology. Therefore the study of the genetic basis of growth 
and fatness arouses great interest from both productive and biomedical points of 
view 
Several factors contribute to the phenotypic variation in growth and fat 
deposition, pointing out the complex regulation of these traits. The composition of 
the diet, the age and the sex have a large effect. Also, environmental factors such as 
production systems, the light hours and temperature influence the individual 
requirements affecting the fat content of the animals. Furthermore, the differences 
in growth and fat deposition in different pig breeds suggest the importance of 
genetic factors in the regulation of these processes. Previous studies has estimated 
the heritability of these traits in pigs at approximately 0.45 and 0.25 for fat 
deposition and growth traits, respectively. 
The overall objective of this thesis was to deepen the knowledge of the genetic 
basis of the growth and fat deposition regulation in pigs, identifying genes, gene 
pathways and mutations affecting these traits. This general objective has been 
approached from different perspectives employing both high-throughput analysis 
and traditional methodologies, using the animal material coming from an 
experimental cross between Iberian x Landrace pigs, breeds showing extreme 
phenotypes for these traits. 
The Iberian x Landrace experimental cross was developed in 1996 with the aim 
of studying the genetic basis of growth, fat deposition, body composition and meat 
quality traits in pig. First, an F2 generation was obtained and then new animal 
material was obtained through a F3 and two backcross generations coming from 
the cross of F2 males x Landrace and F1 males x Landrace pigs. The most 
important results obtained in this material and related to growth and fat 
deposition included the detection of QTLs on chromosomes SSC2, SSC4 and SSC6.  
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The QTL located on SSC6 has been deeper studied identifying the LEPR gene as 
biological and positional candidate to carry the mutation causal of the QTL effects. 
In fact, a point mutation was identified, LEPRc.1987C>T, strongly associated with 
fat deposition, body composition and growth related traits. Even more, this SNP 
seems to affect the level of LEPR gene expression in the hypothalamus, however no 
evidence of the causal effect of this mutation has been provided yet. The current 
thesis has been developed from these previous results related to growth and fat 
deposition. 
Two complementary high-throughput analysis strategies were employed to 
approach the study of these traits. One analysis consisted in the detection of QTL 
regions by linkage analysis, exploiting the information from porcine massive 
genotyping SNP chip on the IBMAP F3 generation and both backcrosses. The 
analyses were performed using the joint information of the F3 and backcrosses 
and separating the two according to the male generation used to obtain the 
backcrosses, highlighting the differences between the expected QTL genotypes and 
allele random sampling of the QTLs in the F1 and F2 individuals. The results of 
these analyzes have allowed us to corroborate and identify new regions of the 
genome associated with traits of interest, even more to propose powerful 
candidate genes within the regions.  
Specifically, we have confirmed the QTLs located in SSC4 and SSC6 for fat 
deposition, and their confidence intervals have been reduced from 12 and 18 cM to 
7 and 2 cM, respectively, facilitating the identification of candidate genes. 
Additionally, nine new QTLs were identified on chromosomes SSC1, SSC2, SSC4, 
SSC5, SSC9, SSC11, SSC13, SSC14 and SSC17, associated with different growth and 
fat deposition traits, identifying for most of them powerful functional and 
positional candidate genes as PTPRD genes, VCAM1, AGL, ADIPOR2, VDR, MYOG, 
FASLG, NCK1, CYP2E1 and ID1. 
Furthermore, the sequencing of the porcine hypothalamic transciptome by 
RNA-Seq technology was carried out in animals divergent for growth and fat 
deposition coming from one of the IBMAP backcrosses. The hypothalamus is the 
main regulatory centre of food intake, energy balance and body weight. In this 
paper, the high complexity of the hypothalamic transcriptome in comparison with 
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others such as hepatic and gonads one, and its high implication in the regulation of 
the traits of interest, have been reported. 
 In addition, a differential expression analysis allowed us to detect more than 
200 known transcripts and 50 novel isoforms differentially expressed between the 
two groups of divergent growth and fat deposition pigs. The biological and 
functional annotation has allowed us to identify genes, transcripts and potential 
transcriptional regulators involved in pathways related to growth control and fat 
deposition, several of them validated by quantitative PCR. 
 Likewise, powerful candidate genes have been identified within QTL regions 
identified in the previous study, especially for chromosomes 2, 4, 5, 6, 14 and 17.  
In summary, a set of 21 relevant differentially expressed genes, functionally 
related to the traits of interest could be highlighted. A search for the potential 
regulators of this set of genes revealed six transcription factors located within the 
QTL regions previously detected, potentially regulating some of these genes: IRF1, 
EGR1, PBX1a, POU2F1, NR3C1 and NF-Yb. A functional network was constructed 
with the relevant genes and transcription factors to analyzed potential interactions 
and links between them. An overview of the different approaches used, highlight 
the EGR1 and IRF1 genes, because they are both differentially expressed, positional 
candidates, located in the QTL SSC2, as well as functional candidates. The IRF1 
gene encodes a transcription factor involved in the regulation of growth hormone. 
Likewise the EGR1 gene encodes a transcription factor that plays an important role 
in the regulation of food intake and in the duration and amount of intake. In 
addition, even it does not appear differentially expressed in this study, NR3C1 gene 
is also considered relevant because it is a transcription factor that regulates 
expression of five genes identified as differentially expressed in the analysis and 
has a central location in the network built. 
In addition, more traditional analysis strategies have been applied for the study 
of the candidate genes: leptin (LEP) and leptin receptor (LEPR). Both genes are 
particularly relevant in this study due to its important role on the regulation of 
appetite, growth and fat deposition, and the previous results obtained for the 
LEPRc.1987C>T polymorphism in pigs. The leptin is a peripheral hormone 
regulating satiety and produced primarily by white adipocytes conditional on the 
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amount of fat. It is released into the bloodstream through which reaches its specific 
receptor (LEPR) located mainly in the hypothalamus and producing its activation 
and triggering a signaling cascade of transcription factors that induces satiety and 
energy expenditure. Due to the lack of porcine genome annotation, the approach to 
study these genes could not be performed by massive analysis approximations; 
therefore they have been analyzed using specific and more traditional structural 
and gene expression analyses. 
 The study of the LEP gene sequence in the material IBMAP allowed us to 
identify 39 polymorphisms, eight identified in this study for the first time. Among 
them, the intronic polymorphism LEPg.1387C>T showed association with growth, 
fat deposition and body composition traits in a joined analysis with the 
LEPRc.1987C>T polymorphism. Also effects of both polymorphisms on fatty acid 
composition in subcutaneous fat was detected, the latter probably mediated 
through its effect on fat deposition.  
Moreover, the analysis of the genetic variability of the most polymorphic 
regions of both genes, promoter region of the LEPR gene and intron region 
between exons 2 and 3 of the LEP gene, in several pig breeds from Asian and 
Europe and European wild boars, allowed the detection a total of 16 haplotypes for 
the LEPR gene and 48 for the LEP. The results of the LEP gene shown the possible 
existence of two centers of pig domestication in Asia and further suggests a certain 
subdivision in the genomes of European origin undetected in previous studies, 
although latter result requires additional analysis. In addition, the analyses 
revealed a potential selection event on the LEPR gene in the Iberian breed, since 
there is not gene variation into the target region for either of the analyzed Iberian 
pigs, possibly associated with the particular phenotype of this breed in relation to 
appetite and fat deposition, linked to their traditional production system based on 
the use of seasonal pasture resources. 
 Finally, a study of gene expression patterns was conducted for both LEP and 
LEPR genes in five tissues (hypothalamus, backfat, liver, diaphragm and 
Longissimus dorsi). A new LEPR short isoform (LEPRa) expressed primarily in the 
liver was identified, while the long isoform (LEPRb) displayed expression almost 
exclusively in hypothalamus. Instead only one LEP isoform was identified, showing 
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its highest expression in fat tissue, as expected. The promoter regions of both 
genes have also been analyzed, identifying 16 polymorphisms in the promoter 
region of the LEPR gene and seven in the LEP gene promoter region. The analysis 
of gene expression conditioned on the genotype of these polymorphisms revealed 
a potential tissue and isoform specific regulation of the LEPR gene. The analysis of 
the expression profiles of both genes, besides supporting their known role in 
signaling function through the hypothalamic pathway, supports the potential 
involvement of both molecules in peripheral functions such as lipid metabolism, 
since there are high  expression levels in tissues other than those assumed due to 
their known function.  
Analyzing the whole obtained results, the various approaches used in this thesis 
have allowed us to identify genes and gene pathways that seem to develop 
important roles in growth and fat deposition in pigs. An in silico interaction 
analysis with the core genes extracted from the presented studies allowed us to 
visualize the relationships and interactions, known or predicted, among most of 
them. This analysis reveals a central location and a great number of interactions 
among the proteins encoded by the EGR1 and IRF1 genes and the other included 
genes, according to the hypothesis that both factors are important transcriptional 
regulators of growth control and deposition fat. Besides it shows the relation 
between several molecules such as ADIPOR2, EGR1 and NR3C1 with the LEP- LEPR 
axis. 
The results obtained in this thesis open up exciting new avenues for studying 
the genetic regulation of growth and fat deposition. Most of the analyses have 
identified interesting regions of the genome, genes and polymorphisms, many of 
which have not been studied to date in pig. Therefore, further analysis of these and 
validation in different populations, will probably allow us to identify causal 
mutations or powerful genetic markers with application to the selection in 
commercial populations. 
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Growth and fatness are some of the most important economic traits in swine 
production. Moreover, the pig has been used as a model species for the study of 
obesity and related diseases in human, therefore the study of these traits is of great 
interest. The overall objective of this thesis was to deepen the understanding of the 
genetic basis of the regulation of growth and fatness in pigs, identifying genes, 
gene pathways and mutations affecting these traits. This general objective has 
been approached from different perspectives using high-throughput analyses and 
traditional methodologies.  
Two complementary high-throughput approaches have been used on IBMAP 
experimental cross animal material to study growth and fatness traits from 
different perspectives. A QTL detection analysis was performed exploiting the 
genotyping information from the high-density porcine SNP chip to corroborate and 
identify genomic regions associated with the traits of interest and identify potent 
candidate genes underlying these QTL regions. Furthermore, the analysis carried 
out by RNA–seq to sequence the hypothalamic transcriptome, main tissue 
regulating food intake, energy balance and body weight, showed the high 
complexity of this tissue. In addition, a differential expression analysis carried out 
in animals divergent for the traits of interest, has allowed us to identify genes, 
transcripts and potential transcriptional regulators of pathways involved in 
growth and fatness control. Likewise, powerful candidate genes located within the 
QTL regions identified in the previous study have been proposed.  
Traditional analytical strategies have also been used for the study of the 
candidate genes leptin (LEP) and leptin receptor (LEPR). Both genes are 
particularly relevant in this study because of their important role on the regulation 
of growth and fatness and previous results of the porcine LEPRc.1987C>T 
polymorphism. Moreover, due to the lack of porcine genome annotation, the high-
throughput approach could not be used to study these genes. The LEP gene study 
conducted in the IBMAP animal material has allowed us to identify a 
polymorphism, LEPg.1387C>T, associated with growth, fat deposition and body 
composition traits, in a joint analysis with the polymorphism LEPRc.1987C>T. 
Additionally, effects of both polymorphisms on the fatty acid composition of 
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subcutaneous fat were also detected. Moreover, the analysis of the genetic 
variability of the most polymorphic regions of both genes in different pig breeds  
has allowed us to detect in the case of the LEP gene, the possible existence of 
two centers of pig domestication in Asia, in agreement with some previous results, 
and in the case of LEPR, a possible selection event in the Iberian breed probably 
associated with the especial phenotype of this breed for appetite and fat 
deposition. Finally, an expression study has been carried out for both genes in 
various porcine tissues, identifying a new LEPR short isoform and revealing a 
potential isoform and tissue specific regulation of this gene. The analysis LEP and 
LEPR expression profiles, confirmed its known role in the hypothalamic signaling 
pathway, and suggested the possible implication of both molecules in peripheral 
functions such as lipid metabolism.  
In general, the results of this thesis opens new tracks to progress in the study of 
growth and fatness and highlights genes, transcriptional regulators and mutations 
particularly relevant in the determination of these traits.  
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Sus scrofa 
El cerdo (Sus scrofa) es un mamífero perteneciente a la familia Suidae y al 
género Sus. Evidencias arqueológicas y genéticas sugieren que fue originado a 
partir de jabalíes por múltiples procesos independientes de domesticación que 
tuvieron lugar principalmente en Asia y la antigua Mesopotamia (el creciente 
fértil) y posteriormente en  Europa y otras regiones, y datan alrededor de 700.000 
años la divergencia entre los ancestros de los cerdos originarios asiáticos y 
europeos (Larson et al. 2005, Groenen et al. 2012). Alrededor de 9.000 años 
después de su domesticación, el encuentro entre cerdos de razas asiáticas y 
europeas se produjo, según estudios previos, hace alrededor de 300 años cuando 
los cerdos asiáticos se importaron a Europa (White 2011). Estos milenios de 
divergencia genética y cultural, junto con el hecho de estar sometidos a diferente 
presión evolutiva hicieron que ambas poblaciones desarrollaran fenotipos 
marcadamente diferentes. El primer cambio relevante en la producción de cerdos 
se produjo en Inglaterra durante los siglos XVII y XVIII en respuesta a la creciente 
demanda de productos cárnicos (White 2011, Porter 1993). Fue en este momento 
cuando las razas asiáticas llegaron a Inglaterra, jugando un papel fundamental en 
la transformación de las razas inglesas. El proceso culminó a finales del siglo XVIII 
con la generación de cruces que combinaban el gran tamaño y crecimiento tardío 
de los cerdos del norte de Europa con la mayor precocidad inicial (crecimiento 
temprano) y mayor contenido graso de las razas asiáticas (White 2011). A partir 
de entonces, las diversas razas porcinas fueron seleccionadas de acuerdo con 
criterios específicos de diferentes grupos de criadores, originando un gran número 
de razas porcinas especializadas, con fenotipos muy diferentes. Procesos similares 
realizados en otros países dieron lugar a un gran número de razas diferentes. En la 
actualidad, pese a la notable disminución experimentada en las últimas décadas, 
350 razas de cerdo están recogidas en la página web del Instituto Internacional de 
Investigación Ganadera  
(http://agtr.ilri.cgiar.org/index.php?option=com_content&view=article&id=240&I
temid=298). La mayoría de estas razas modernas son razas locales, mientras que 
solo unas pocas razas intensamente seleccionadas se utilizan internacionalmente 
en la industria porcina (Ollivier et al. 2009).  
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Importancia de la especie porcina 
La industria porcina 
De acuerdo con la FAO, la carne roja de mayor consumo mundial es la carne de 
cerdo, cuya demanda en las últimas décadas ha experimentado un fuerte 
incremento debido al consumo de productos derivados del cerdo en países en 
desarrollo. Junto con el de las aves de corral, el porcino es el subsector pecuario de 
mayor crecimiento y  se prevé que alcanzará los mil millones de animales antes de 
2015. La producción porcina está distribuida por todo el mundo, con exclusión de 
algunas regiones que mantienen reservas culturales o religiosas en relación con el 
consumo de carne de cerdo.  
De acuerdo a los datos del Ministerio Español de Agricultura Alimentación y 
Medio Ambiente, China es el mayor productor de carne de cerdo a nivel mundial, 
generando alrededor de un 50% de la producción porcina total (Figura 1), seguida 
de  la Unión Europea con un 21% de la producción total.  
Figura 1. Principales países productores de carne de cerdo en el año 2012 
(miles de toneladas)(MAGRAMA). 
 
Dentro de la Unión Europea, España es el segundo mayor productor de carne de 
cerdo, después de Alemania. La producción porcina española supone 
aproximadamente un 16% de la producción total de la Unión Europea (Figura 2). 
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Figura 2. Producción de carne de cerdo en la unión europea durante el año 
2012 (miles de toneladas)(MAGRAMA). 
 
Cabe mencionar además el gran incremento que han experimentado las 
exportaciones españolas de productos porcinos en los últimos años, ya sea hacia 
otros países de la Unión Europea o hacía el resto de países. En los últimos diez 
años, se han triplicado las exportaciones españolas de productos porcinos. En el 
pasado año 2012 alrededor de 1.400.000 tonelas de carne de cerdo fueron 
exportadas a otros países (Figura 3).  
Figura 3. Evolución de las exportaciones españolas en el sector de la carne 
porcina (toneladas)(MAGRAMA). 
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Todo ello pone de manifiesto la gran importancia del sector porcino en España y 
el interés del estudio de los diferentes aspectos (genéticos, nutricionales, etc.) 
influyentes en los caracteres productivos en esta especie. 
El cerdo como especie modelo 
El cerdo viene siendo utilizado como especie modelo desde hace algunas 
décadas, proporcionando un mayor conocimiento de la progresión de 
enfermedades y nuevos tratamientos potenciales. A pesar de que los organismos 
modelo clásicos, rata y ratón, han proporcionado una gran cantidad de información 
sobre la biología básica de genes y proteínas, la utilidad de estos modelos es 
limitada por su incapacidad de representar suficientemente bien las enfermedades 
humanas de forma fidedigna. Estos animales modelo no reflejan adecuadamente 
las patologías de muchas enfermedades humanas. Sin embargo, el cerdo ha sido 
una especie muy utilizada como modelo para la salud humana y las enfermedades, 
dada su mayor semejanza en anatomía, genética y fisiopatología. Además, 
comparado con otras especies modelo de mayor tamaño, presenta ventajas como 
una temprana madurez sexual (a los 6-8 meses), una capacidad reproductiva 
durante todo el año, un corto periodo de gestación (de aproximadamente cuatro 
meses) y partos múltiples (Walters et al. 2012).  
La publicación del genoma porcino ha sido un hito clave que ha permitido  
analizar los mecanismos moleculares de diversas enfermedades humanas, 
mejorando la identificación de genes relevantes para estas enfermedades. El 
genoma del cerdo es aproximadamente un 7% más pequeño que el humano, 
mientras que los de ratón y perro son un 14% más pequeños. Además de la 
similitud en su tamaño, ambos genomas presentan una extensa homología. A nivel 
de nucleótido, la especie porcina es tres veces más similar a la humana que la 
especie murina (Cabot et al. 2001); asimismo, existen grandes bloques sinténicos 
entre ambas especies, lo que hace que las estrategias de clonaje posicional puedan 
aplicarse directamente en humano y que un gran número de las interacciones 
reguladoras estén conservadas. Debido a todo ello, la genómica comparativa 
permite identificar e investigar genes,  elementos reguladores  y polimorfismos, 
conservados entre ambas especies, potencialmente asociados a enfermedades 
(Walters et al. 2012).  
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El crecimiento y la deposición grasa en porcino 
El crecimiento y la deposición grasa son algunos de los caracteres económicos 
más importantes en relación a la producción porcina, por lo que generan gran 
interés y han sido ampliamente estudiados. Diversos factores contribuyen a la 
variación fenotípica en estos caracteres.  La composición de la dieta, la edad y el 
sexo tienen un gran efecto sobre la deposición grasa y la tasa de crecimiento. Así 
mismo, factores medioambientales como los sistemas de producción, las horas de 
luz y la temperatura influencian los requerimientos individuales afectando al 
contenido graso de los animales. Por otro lado, las diferencias existentes en el 
crecimiento y la deposición grasa de las distintas razas porcinas indican la 
importancia de los factores genéticos en la regulación de estos procesos (Ai et al. 
2011). La heredabilidad de estos caracteres en porcino se ha estimado en  
aproximadamente 0.45 para la deposición grasa y 0.25 para caracteres de 
crecimiento (Hetzer and Harvey 1967, Siers and Homson 1972). 
Control del apetito 
A pesar del gran número de regiones del cerebro involucradas en la regulación 
de la ingesta de alimentos, el hipotálamo se considera el principal centro regulador 
del apetito, la ingesta alimentaria y del peso corporal (Hillebrand et al. 2002). El 
hipotálamo es crucial  en la detección del nivel de nutrientes y en la modulación de 
la ingesta de alimentos y del gasto energético en respuesta a señales periféricas 
provenientes de otros tejidos (Simpson et al. 2009). El hipotálamo es una región 
nuclear, es decir, está formado por una serie de núcleos interconectados entre sí: el 
núcleo arcuato (ARC), el paraventricular (PVN), el área hipotalámica lateral (LHA), 
el núcleo ventromedial (VMH) y el núcleo dorsomedial (DMH). El ARC es el núcleo 
principal, está estratégicamente localizado para integrar las señales provenientes 
de la periferia encargadas de regular el apetito y posee dos tipos de neuronas 
encargadas de controlar el balance energético. El primer grupo de neuronas son las 
que sintetizan neuropéptidos orexigénicos como el neuropéptido Y (NPY) y la 
proteína Agouti (AgRP). El segundo grupo está formado por neuronas que 
producen neuropéptidos anorexigénicos o supresores del apetito como la pro-
opiomelanocortina (POMC) o el transcrito relacionado con la cocaína-amfetamina 
(CART). Desde el núcleo ARC las señales se proyectan hasta los núcleos 
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secundarios PVN, LHA, VMH y DMH  que se organizan formando una compleja red 
de señales neuronales que responden a la señal de saciedad y cuya comunicación 
resulta esencial para la regulación de la homeostasis energética a largo plazo.    
Existen numerosas moléculas producidas fuera del sistema nervioso central que 
intervienen en la regulación del apetito y que actúan sobre las células del sistema 
nervioso, sobre neuronas cerebrales directamente o a través del nervio vago, que 
constituye un importante enlace entre el tracto gastrointestinal y el cerebro. Las 
adipoquinas son secretadas por el tejido adiposo y las más importantes son la 
leptina, la adiponectina y la resistina. La leptina es una hormona periférica 
reguladora de la saciedad producida principalmente por los adipocitos en función 
de la cantidad de materia grasa. Es liberada al torrente sanguíneo a través del cual 
llega a su receptor específico (LEPR) localizado principalmente en el hipotálamo 
produciendo su activación y desencadenando una cascada de señalización que 
produce sensación de saciedad. La adiponectina es otra hormona que aumenta la 
sensibilidad a la insulina participando en el metabolismo de la glucosa y los ácidos 
grasos. La insulina es otra molécula señalizadora de la adiposidad que es secretada 
por las células pancreáticas en función del nivel de glucosa y que es el principal 
activador del almacenamiento energético en el tejido adiposo (Keiffer and 
Habener, 2000). 
Por otro lado, el tracto gastrointestinal también libera una serie de hormonas 
peptídicas en función del nivel de nutrientes, que regulan el hambre y la sensación 
de saciedad. Entre ellas cabe destacar la colecistokinina (CCK), el péptido similar al 
glucagón (GLP-1), el polipéptido pancreático (PP) y el péptido YY (PYY), que se 
liberan a la circulación tras la comida en proporción a las calorías consumidas y 
actuan a través del nervio vago (Turton et al. 1996) y la oxintomodulina, todas 
ellas inhibidoras del apetito. Por otro lado la grelina, producida por el estómago, es 
la encargada de generar la sensación de hambre anterior a una comida teniendo un 
potente efecto estimulador sobre la ingesta de alimento (Shrestha et al. 2004). 
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Figura 4. Esquema de la regulación del apetito y la homeostasis energética por 
las señales periféricas del tejido adiposo y del tracto gastrointestinal que regulan 
los circuitos centrales del hipotálamo y el cerebro (Stanley et al. 2005). 
 
Metodologías de análisis molecular aplicadas a la mejora genética animal 
Una gran variedad de herramientas moleculares y métodos estadísticos han 
sido empleados en el área de la mejora genética animal con el fin de conocer la 
base genética de la regulación de caracteres complejos como son el crecimiento, la 
deposición grasa, la prolificidad, etc.  
Durante los años 90 empezaron a realizarse numerosos estudios centrados en 
las variaciones en la secuencia del ADN, especialmente con marcadores de tipo 
microsatélite, con el fin de construir mapas genéticos y detectar regiones del 
genoma o quantitative trait loci (QTL) asociados a determinados caracteres 
(Ollivier et al. 2009).  El primer estudio de este tipo en animales domésticos fue 
llevado a cabo por Andersson et al. (1994) en un cruce de jabalí x Large White 
centrado en la detección de QTLs asociados a caracteres de crecimiento y 
deposición grasa. Posteriormente, se han desarrollado un gran número de estudios 
para confirmar o detectar nuevos QTLs asociados a los caracteres de interés, 
recogidos en la base de datos pública de QTLs de cerdo (PigQTLdb) (Hu et al. 2007, 
Hu et al. 2013). En la actualidad (3 de septiembre de 2013)  hay un total de 8.935 
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QTLs en esta base de datos, asociados a un total de 644 caracteres diferentes 
descritos en 371 publicaciones (Tabla 1). 
Tabla 1. Número de QTLs identificados hasta el momento (3 de septiembre de 
2013) en el genoma porcino por clases de caracteres según PigQTLdb. 
Clase de caracteres Número de QTLs identificados 
Calidad de la carne y la canal 5.755 
Salud 883 
Reproducción 803 
Rasgos exteriores 786 
Producción 708 
TOTAL 8.935 
 
El diseño experimental más utilizado en este tipo de estudios para la detección 
de QTLs son las poblaciones F2 generadas a partir del cruce de líneas divergentes 
para los caracteres a analizar, en las que se suponen alelos alternativos para los 
QTLs (Choi et al. 2010). Mediante esta estrategia se identificó un considerable 
número de QTLs asociados a caracteres de interés. Una limitación del uso de 
marcadores de tipo microsatélite, ampliamente utilizados en estos estudios, es la 
excesiva distancia entre los distintos marcadores, que hace que los QTLs 
identificados tengan unos intervalos de confianza de decenas de cM, en los que es 
difícil identificar de forma exitosa genes candidato y las potenciales mutaciones 
causales de los efectos detectados. 
En el año 2003 se estableció el consorcio para la secuenciación del genoma 
porcino (Swine Genome Sequencing Consortium, SGSC) con el objetivo de llevar a 
cabo la secuenciación y caracterización del genoma porcino, compuesto por 18 
pares de autosomas y dos cromosomas sexuales (cromosomas X e Y) y con un 
tamaño estimado de alrededor de 2.7 Gb (Walters et al. 2012). En primer lugar se 
llevó a cabo la secuenciación de una hembra de la raza Duroc usando cromosomas 
artificiales de bacterias (BACs) obteniendo una cobertura de 4x (Archibald et al. 
2010). Desde entonces, se han  puesto a disposición de la comunidad investigadora 
diversas versiones del genoma porcino que se han revisado con el objetivo de 
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mejorarlas al máximo hasta la actual versión Sscrofa 10.2 (Groenen et al. 2012). La 
disponibilidad del genoma porcino ha proporcionado cientos de miles de nuevos 
marcadores genéticos permitiendo un gran avance en la detección de regiones 
genómicas asociadas a los caracteres de interés.  
Las limitaciones que tiene el uso de marcadores microsatélites ha sido superada 
con el uso de marcadores de tipo SNP y la aparición de los chips de genotipado 
masivo. A pesar de que los SNPs son marcadores bialélicos y por tanto menos 
informativos que los microsatélites, su abundancia y automatización en el 
genotipado han convertido a estos marcadores en los más populares. Hoy en día se 
han desarrollado chips de genotipado masivo de SNPs para la mayoría de especies 
ganaderas, incluido el porcino, que permiten el genotipado de miles de SNPs 
distribuidos uniformemente a lo largo de todo el genoma (Fan et al. 2010). El uso 
de un panel de marcadores tan denso permite no solamente refinar las posiciones 
de los QTLs previamente identificados, sino además identificar nuevos QTLs en 
regiones no bien cubiertas en estudios previos y obtener intervalos de confianza 
más reducidos facilitando la búsqueda de genes y mutaciones causales. En 
concreto, el chip comercial disponible para la especie porcina PorcineSNP60, fue 
desarrollado por Ramos et al. (2009) usando las cuatro razas porcinas más 
comúnmente utilizadas en producción (Duroc, Pietrain, Landrace y Large White) y 
el jabalí, lo que hace que sea una herramienta muy útil para la mayoría de estudios 
genéticos desarrollados en porcino. Este chip contiene un total de 64.232 SNPs, de 
los cuales 58.821 están mapeados en la versión Sscrofa 10.2 del genoma porcino 
(Ramos et al. 2009).  
La selección genómica es una de las aplicaciones que más repercusión ha tenido 
como resultado directo del uso de los chips de genotipado masivo; se trata de una 
forma avanzada de selección asistida por marcadores que utiliza la información de 
un gran número de marcadores distribuidos por todo el genoma y aprovecha el 
desequilibrio de ligamiento de las poblaciones ganaderas (Fan et al. 2010). 
Meuwissen et al. (2001) definieron la selección genómica como una estrategia de 
predicción de valores mejorantes de los animales utilizando información genética 
proveniente de un denso panel de SNPs que cubren gran parte del genoma. Así, los 
datos de genotipos y fenotipos de una población de referencia se utilizan para 
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estimar los efectos de cada marcador y generar una ecuación capaz de predecir el 
valor mejorante de cada animal. Posteriormente esta ecuación predictiva puede 
ser aplicada a otro grupo de animales que poseen información genotípica pero no 
fenotípica para estimar los valores mejorantes y seleccionar los mejores animales 
para ser cruzados (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Esquema de la estrategia general de selección genómica  
(Goddard and Hayes 2009). 
 
Otra de las principales aplicaciones de los chips de genotipado masivo de SNPs 
son los estudios de asociación genómica, también conocidos como GWAS por sus 
siglas en inglés, Genome-Wide Associations Studies. En un estudio de asociación 
genómica se relacionan datos de registros fenotípicos de caracteres de interés, con 
los datos de genotipado de un denso panel de marcadores representativo de todo 
el genoma, para detectar asociaciones entre los caracteres de interés y los 
marcadores analizados (Goddard and Hayes 2009). Los principales éxitos de esta 
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estrategia se han obtenido para caracteres monogénicos y oligogénicos. Para 
caracteres complejos los resultados de GWAS suelen indicar un gran número de 
polimorfismos asociados, sugiriendo que la mayoría de las mutaciones 
individuales tienen un efecto pequeño. En cualquier caso, la confirmación de los 
marcadores con efectos significativos en estudios independientes suele ser escasa. 
Esto se debe principalmente, a que la magnitud del efecto suele ser pequeña (lo 
que requeriría un experimento con un  gran número de individuos que permitiera 
alcanzar la potencia necesaria para confirmar tales efectos), a la existencia de 
desequilibrio de ligamiento entre el SNP y el QTL en la población analizada pero no 
en todas las poblaciones y al alto número de falsos positivos que suelen obtenerse 
en este tipo de estudios a pesar de las correcciones aplicadas (Goddard and Hayes 
2009). El método ha sido aplicado a la investigación de la base genética de 
caracteres de interés deficientemente conocidos, como los niveles de androsterona 
y estradiol responsables del olor sexual en machos enteros (Duijvesteijn et al. 
2010) o parámetros de respuesta inmune en cerdos (Lu et al. 2013).  
La secuenciación del genoma porcino ha permitido también el desarrollo y 
aplicación de las tecnologías de análisis de expresión génica globales en esta 
especie. En primer lugar se desarrollaron los microarrays, que permitían analizar 
la expresión de miles de genes conocidos. En concreto para porcino se han 
desarrollado dos chips comerciales, el chip de la plataforma Affymetrix Porcine 
GeneChipTM, que contiene 23.937 conjuntos de sondas correspondientes a 23.256 
tránscritos de 20.201 genes conocidos y el Agilent Porcine Gene Expression 
Microarray que contiene 43.803 sondas. Sin embargo, en los últimos años la 
aparición de las tecnologías de secuenciación masiva han revolucionado las 
técnicas de análisis global de la expresión génica. La secuenciación masiva del 
transcriptoma realizada mediante la técnica conocida como RNA-seq permite 
ilustrar la gran complejidad del transcriptoma generando una visión global sin 
precedentes permitiendo un análisis mucho más exhaustivo (Chen et al. 2011). 
Esta estrategia presenta varias ventajas frente al uso de microarrays. En primer 
lugar, tiene mayor sensibilidad y rango dinámico y menor variación técnica y 
ruido, además requiere menor cantidad de ARN de partida (Oshlack et al. 2010, 
Chen et al. 2011). En segundo lugar, mediante RNA-seq es posible capturar casi 
todos los tránscritos expresados, mientras que los análisis basados en microarrays 
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dependen de información a priori y no son capaces de detectar nuevos genes o 
tránscritos.  
El procedimiento general en este tipo de análisis consiste en la fragmentación 
del ARN y secuenciación de fragmentos cortos mediante alguna de las tecnologías 
disponibles en el mercado como la de Illumina, SOLiD o Roche generando 
secuencias de entre 35 y 500pb (Martin and Wang 2011). Posteriormente estas 
lecturas o secuencias cortas son mapeadas frente al genoma de referencia, en el 
caso de estar disponible, o alineadas de novo. En un tercer paso, las lecturas son 
ensambladas en fragmentos más largos dentro de los genes o tránscritos. El 
análisis del nivel de expresión de cada tránscrito puede realizarse debido a que el 
número de lecturas obtenidas es proporcional al nivel de expresión. Así, una vez 
normalizados los datos es posible obtener los niveles de expresión de cada 
tránscrito y realizar análisis de expresión diferencial (Oshlack et al. 2010).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Representación del proceso general de ensamblado del transcriptoma 
basado en un genoma de referencia (Martin and Wang 2011). 
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El objetivo de un estudio de expresión diferencial consiste en identificar los 
genes cuya expresión ha cambiado significativamente entre dos condiciones 
diferentes. Es posible identificar no solo genes diferencialmente expresados sino 
también isoformas diferencialmente expresadas, diferente uso de promotores y 
diferentes sitios de inicio de la transcripción (Trapnell et al. 2012). Por otro lado, el 
análisis de RNA-seq permite un gran número de aplicaciones además de analizar la 
cantidad de expresión y la detección de genes diferencialmente expresados entre 
condiciones, como la posibilidad de inferir splicing alternativo (Sultan et al. 2008, 
Gan et al. 2010), detectar fusión génica (Maher et al. 2009, Pflueger et al. 2011), 
identificar RNAs largos no codificantes (Guttman et al. 2010) e identificar 
polimorfismos en regiones expresadas (Chepelev et al. 2009). Las aplicaciones de 
la tecnología de RNA-seq son muy diversas, como también lo son en la actualidad 
los métodos computacionales de análisis de este tipo de datos (Tabla 2). 
Tabla 2. Algunos de los software existentes para un análisis de datos centrado 
en el estudio de expresión diferencial (Oshlack et al. 2010) 
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A pesar de las grandes ventajas que presenta esta tecnología, es necesario tener 
en cuenta que también presenta algunas limitaciones, desde las tecnologías de 
secuenciación propiamente hasta el análisis bioinformático de los datos. La 
mayoría de los sesgos en la construcción de las librerías y en la secuenciación 
quedan solventados con el uso de lecturas pareadas. Sin embargo, es necesario 
seguir implementando métodos de análisis y almacenamiento de la enorme 
cantidad de información que se obtiene con un experimento de RNA-seq (Chen et 
al. 2011). 
Antecedentes del presente estudio 
El primer paso para la identificación de genes responsables del crecimiento y la 
deposición grasa fue la detección de regiones del genoma o quantitative trait loci 
(QTLs) asociados a estos caracteres. El primer estudio de este tipo, mencionado 
anteriormente, fue llevado a cabo por Andersson et al. (1994) en un cruce de jabalí 
x Large White en el que se detectaron QTLs asociados a crecimiento y deposición 
grasa en los cromosomas 4 y 13. Posteriormente, diversos estudios se han 
desarrollado para confirmar o detectar nuevos QTLs asociados a estos caracteres 
detectándose QTLs en la mayoría de los cromosomas porcinos (Marklund et al. 
1999, Walling et al. 2000, Bidanel et al. 2001, Quintanilla et al. 2002, Liu et al. 2007, 
Choi et al. 2010, Ai et al. 2011). En la actualidad se estudian más de 70 caracteres 
diferentes relacionados con el crecimiento y la deposición grasa. En total se han 
descrito 1.461 QTLs asociados a la deposición grasa y 598 QTLS asociados al 
crecimiento según la base de datos de QTLs de porcino (PigQTLdb; 
http://www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb/SS/summary?summ=type&qtl=8,935&pub=371&trait=644), que se 
distribuyen en todos los cromosomas.  
Además se han llevado a cabo diversos estudios con el objetivo de estudiar 
genes candidatos posicionales para estos caracteres como el IGF2 (Van Laere et al. 
2003), PPARD (Wang et al. 2003), HMGA1 (Kim et al. 2006), MC4R (Fan et al. 2009) 
y FTO (Fontanesi et al. 2009, Fan et al. 2009). Sin embargo, aún queda un largo 
camino para descifrar la mayoría de las variantes genéticas responsables de las 
variaciones en el crecimiento y la deposición grasa (Ai et al. 2011). 
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El cruce experimental Ibérico x Landrace (IBMAP) se desarrolló en 1996, 
mediante la colaboración de grupos de investigadores del INIA, IRTA y UAB, con el 
objetivo general de estudiar la base genética de caracteres relacionados con el 
crecimiento, la composición corporal, la deposición grasa y la calidad de la carne. 
La población fue generada a partir del cruce de tres machos Ibéricos de la línea 
Guadyerbas (Dehesón del Encinar, Toledo) con 30 hembras Landrace 
(Novagenética, Solsona, Lleida). El cerdo Ibérico presenta un fenotipo especial en 
relación con el crecimiento y la deposición grasa. Esta raza se caracteriza por tener 
una composición corporal extremadamente grasa, un elevado apetito, altos niveles 
de leptina circulante, un alto potencial lipogénico y un crecimiento lento. Por otro 
lado, la raza Landrace presenta un fenotipo opuesto en lo que a estos caracteres se 
refiere. Es una raza magra, con poco contenido graso, de cuerpo alargado y de 
rápido crecimiento. Ambas razas porcinas presentan fenotipos extremadamente 
divergentes para los caracteres de interés, lo que hace que el cruce de ambas líneas 
genere un material muy valioso para el estudio de estos caracteres complejos 
(Serra et al. 1998). A partir de la población inicial se han desarrollado 
generaciones F1, F2, F3 y dos retrocruces (RC1 y RC2) (Figura 7). El RC1 se generó 
a partir del cruce de cuatro verracos F2 con 22 hembras Landrace y el RC2 
mediante la inseminación de 25 hembras Landrace con semen congelado de cinco 
verracos F1. 
 
Figura 7. Representación esquemática de los cruces de la población IBMAP. 
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Se tomaron muestras de ADN total de toda la población y registros fenotípicos 
de un gran número de caracteres relacionados con el crecimiento y la deposición 
grasa. Además se tomaron muestras de diversos tejidos de los animales del 
retrocruce 2 (RC2), lo que ha permitido llevar a cabo estudios de expresión génica. 
Los estudios previos llevados a cabo en este material han permitido la 
identificación de un gran número de genes y regiones del genoma asociadas a 
caracteres relacionados con el crecimiento, la composición corporal, el contenido 
de ácidos grasos y la calidad de la carne (Ovilo et al. 2002 y 2005, Clop et al. 2003, 
Muñoz et al. 2007, 2009, 2012 y 2013, Estellé et al. 2006 y 2009, Corominas et al. 
2013). Entre los resultados más relevantes cabe destacar los QTLs detectados para 
calidad de carne localizados en los cromosomas SSC3, SSC4, SSC6, SSC7 y SSC8 y 
para composición de ácidos grasos en grasa dorsal e intramuscular en el SSC4, 
SSC8, SSC10 y SSC12 (Ovilo et al. 2002, Clop et al. 2003, Muñoz et al. 2013). 
Además se han realizado estudios de asociación en diversos genes candidatos 
mostrando interesantes resultados, como la asociación del polimorfismo 
FABP5g.3000T>G del gen FABP5 con la deposición grasa (Estellé et al. 2006), la del 
SNP ACACAc.5634T>C del gen ACACA con la composición de ácidos grasos en grasa 
intramuscular (Muñoz et al. 2007, 2009), la mutación no sinónima p.Phe840Leu 
del gen MTTP asociada también con el perfil de ácidos grasos en grasa 
intramuscular (Estellé et al. 2009), la asociación del SNP ASGA0054039 del gen 
PCTP con el porcentaje de ácido palmítico en grasa dorsal (Muñoz et al. 2012) o la 
asociación del polimorfismo ELOVL6c.533C>T del gen ELOVL6 con el porcentaje de 
ácido palmítico y palmitoleico en grasa dorsal e intramuscular (Corominas et al. 
2013).  
Entre los resultados más relevantes obtenidos en el cruce IBMAP y relacionados 
con el crecimiento y la deposición grasa cabe destacar la detección de QTLs en los 
cromosomas SSC2, asociado al área del lomo y al espesor del tocino dorsal, en el 
SSC4 asociado a la longitud de la canal, al espesor de tocino dorsal y al peso del 
lomo, las paletas y la panceta, y un tercero en el SSC6 (Figura 8) asociado al área 
del lomo, al espesor del tocino dorsal y al peso del lomo, las paletas y la panceta, 
(Óvilo et al. 2000, Varona et al. 2002).  
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Figura 8. Perfiles de los diferentes test estadísticos (F value) de los cuatro 
caracteres analizados a lo largo del SSC6 por Óvilo et al. (2000).  
 
El QTL localizado en el SSC6 asociado a deposición grasa y composición corporal 
ha sido estudiado en mayor profundidad aumentando tanto el número de animales 
y generaciones, como de marcadores analizados, con el objetivo de refinar esta 
región QTL. Además, se ha analizado el gen LEPR como candidato biológico y 
posicional a incluir la mutación causal de los efectos de este QTL (Óvilo et al. 2002 
y 2005). Este estudio permitió identificar el polimorfismo LEPRc.1987C>T 
fuertemente asociado a caracteres de deposición grasa y crecimiento tanto en el 
cruce IBMAP (Óvilo et al. 2005) como en otro cruce experimental Ibérico x 
Meishan (Muñoz et al. 2009), así como en la raza Duroc (Uemoto et al. 2012) y en 
otros cruces comerciales Duroc x (Landrace x Large White) (Galve et al. 2012) o 
Duroc x Ibérico (Muñoz et al. 2010), detectándose en todos los casos un fuerte 
efecto aditivo del alelo T sobre los caracteres asociados. Se ha determinado 
también que este SNP afecta al nivel de expresión del gen LEPR en hipotálamo 
(Óvilo et al. 2010). Como se ha mencionado anteriormente, el hipotálamo es el 
principal tejido donde se expresa la isoforma activa del gen LEPR desencadenando 
la cascada de señalización específica de factores de transcripción JAK (Janus 
kinase) y STAT (Signal transducer and activator of transcription) en respuesta a 
los niveles de leptina (Figura 9), clave en la regulación del apetito y el balance 
energético.  
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Figura 9. Cascada de señalización activada por la isoforma larga del LEPR en el 
hipotálamo en respuesta a los niveles de leptina (Zabeau et al. 2003). 
 
El alelo T del polimorfismo LEPRc.1987C>T está asociado a una reducción de la 
expresión hipotalámica de este gen probablemente a través de un cambio en la 
estructura secundaria del ARN mensajero que afectaría a su estabilidad (Óvilo et al. 
2010). Además, se detectaron algunos efectos, condicionados por la raza, del 
genotipo de este SNP sobre la expresión de los genes NPY y CART que codifican 
para neuropéptidos involucrados en el control del apetito como se ha descrito 
anteriormente (Óvilo et al. 2010). 
Además de los resultados mencionados en relación al polimorfismo 
LEPRc.1987C>T, se han detectado efectos significativos de otros polimorfismos de 
este gen sobre el espesor del tocino dorsal en Landrace y Yorkshire, sobre la 
eficiencia alimentaria en Duroc (Chen et al. 2004), sobre el contenido de grasa 
intramuscular en un cruce de cerdos coreanos con Yorkshire (Li et al. 2010) y 
sobre el espesor del tocino dorsal y el porcentaje de carne magra en un cruce Large 
White x Landrace (Kovácik et al. 2011). 
La leptina (LEP), ligando del LEPR, ha sido también previamente estudiada en 
porcino debido al importante papel de esta hormona en la señalización relacionada 
con los procesos descritos de regulación de la ingesta de alimentos y el gasto 
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energético (Barb et al. 2001) (Figura 10). Pese a su relevancia funcional, los 
estudios previos de asociación de diversos polimorfismos de este gen con 
caracteres productivos han mostrado resultados contradictorios (Jian y Gibson 
1999, Kennes et al. 2001, Chen et al. 2004, De Oliveira Peixoto et al. 2006, Amils et 
al. 2008 y Switonski et al. 2010).   
 
Figura 10. Representación esquemática de la acción de la leptina  
(Houseknecht et al. 1998) 
 
A partir de estos resultados previos relacionados con el crecimiento y la 
deposición grasa se ha desarrollado la presente tesis doctoral. Las nuevas 
generaciones y retrocruces de la población experimental IBMAP, no previamente 
analizadas, constituyen un excelente material que, junto con las posibilidades que 
ofrecen las nuevas estrategias de genotipado masivo y análisis global de la 
expresión génica permiten nuevos enfoques  para profundizar en el conocimiento 
de la base genética de estos caracteres.  
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El objetivo general de la presente tesis doctoral ha sido profundizar en el 
conocimiento de la base genética de la regulación del crecimiento y la deposición 
grasa, caracteres muy importantes desde el punto de vista económico y 
productivo, pero también por su relación con el desarrollo de patologías humanas 
relacionadas con la obesidad, para las que la especie porcina es frecuentemente 
utilizada como modelo. Este objetivo general ha sido abordado desde distintas 
perspectivas utilizando metodologías tanto de análisis masivo como más 
tradicionales. 
 
Para llevar a cabo un análisis de detección de QTLs mediante ligamiento se ha 
explotado la información del chip de genotipado masivo de SNPs porcino 
(PorcineSNP60BeadChip) de animales de la generación F3 y de los dos retrocruces 
de la población experimental IBMAP, con el fin de identificar regiones genómicas y 
genes responsables de la regulación del crecimiento y la deposición grasa en 
porcino. 
Artículo I: Análisis de detección de QTLs de crecimiento y composición 
corporal mediante análisis de ligamiento empleando el chip porcino 
PorcineSNP60BeadChip. 
 
Con el objetivo de identificar genes candidato y rutas génicas involucradas en la 
regulación del crecimiento y la deposición grasa, se ha realizado un análisis del 
transcriptoma hipotalámico porcino mediante la tecnología de RNA-Seq en 
animales de uno de los retrocruces de la población IBMAP divergentes para 
caracteres indicativos de crecimiento y deposición grasa. 
Artículo II: Identificación de genes reguladores del crecimiento y la 
deposición grasa en porcino mediante el análisis del transcriptoma 
hipotalámico. 
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Dada la relevancia del gen del receptor de la leptina (LEPR) y de su ligando 
(LEP) en la regulación de la ingesta de alimentos, el gasto energético y la 
composición corporal, y los resultados previos sobre el polimorfismo 
LEPRc.1987C>T, se han realizado estudios estructurales y de expresión génica de 
ambos genes en el material IBMAP. El objetivo de  estos análisis ha sido la 
identificación de polimorfismos en el gen LEP asociados al crecimiento y 
deposición grasa, analizando su interacción con el polimorfismo LEPRc.1987C>T, y 
la caracterización de sus patrones de expresión y regulación transcripcional en 
distintos tejidos. Además se ha analizado la variabilidad de ambos genes en 
diversas razas porcinas con el fin de profundizar en el conocimiento de la 
regulación y funciones del eje LEP-LEPR. 
Artículo III: Estudio del efecto conjunto de polimorfismos de los genes 
de la leptina y su receptor sobre caracteres productivos. 
Artículo IV: Diversidad haplotípica de los genes porcinos LEP y LEPR 
relacionados con la regulación del crecimiento y la deposición grasa. 
Artículo V: Caracterización transcripcional de los genes porcinos LEP y 
LEPR. 
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ABSTRACT:  
Previous studies on Iberian x 
Landrace (IBMAP) pig intercrosses 
have enabled the identification of 
several QTL regions related to growth 
and fatness traits; however the 
genetic variation underlying those 
QTLs are still unknown. These traits 
are not only relevant because of their 
impact on economically important 
production traits, but also because 
pig constitutes a widely studied 
animal model for human obesity and 
obesity related diseases. The 
hypothalamus is the main gland 
regulating growth, food intake and fat 
accumulation. Therefore, the aim of 
this work was to identify genes 
and/or gene transcripts involved in 
the determination of growth and 
fatness in pig by a comparison of the 
whole hypothalamic transcriptome 
(RNA-seq) in two groups of 
phenotypically divergent IBMAP pigs. 
Around 16,000 of the ~25.010 
annotated genes were expressed in 
these hypothalamic samples, with 
most of them showing intermediate 
expression levels. Functional analyses 
supported the key role of the 
hypothalamus in the regulation of 
growth, fat accumulation and energy 
expenditure. More than 250 
differentially expressed (DE) genes 
and novel transcript isoforms were 
identified between the two groups of 
pigs. Twenty-one DE 
genes/transcripts that co-localized in 
previously identified QTL regions 
and/or whose biological functions are 
related to the traits of interest were 
explored in more detail. Additionally, 
the transcription factors potentially 
regulating these genes and the 
subjacent networks and pathways 
were also analyzed. This study allows 
us to propose strong candidate genes 
for growth and fatness based on 
expression patterns, genomic location 
and network interactions. 
 
KEYWORDS: RNA-Seq, porcine, 
hypothalamus, growth, fatness. 
 
INTRODUCTION: 
Growth and fatness are some 
of the most economically important 
traits for meat production in 
livestock. Phenotypic traits such as 
average daily gain, backfat thickness 
and carcass composition are closely 
related to the efficiency of pig 
production. Both growth and fatness 
are the outcome of the interactions 
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between many genetic and 
environmental factors. 
Understanding the genetic pathways 
regulating these traits may provide 
new tools that will help to modulate 
animal growth and efficiency. 
Moreover, the pig is also being used 
as a biomedical model for studying 
human obesity, energy metabolism 
and diabetes (57). Especially the high 
similarity in metabolic and digestive 
features as well as other anatomical 
and physiological characteristics 
between human and pig makes pig a 
favorable animal model compared to 
rodents in particular when 
translating results to human. Despite 
extensive research aimed at 
identifying the molecular basis of 
obesity and related diseases, the 
underlying physiogenetic 
mechanisms have not been clearly 
identified (57). Furthermore, the use 
of pigs as a model offers the 
possibility of mating phenotypically 
divergent animals creating 
populations segregating the traits of 
interest and subsequently 
intercrossing the offspring (29). 
Hence, studying the genetic basis of 
growth and fatness in the pigs is of 
interest from both an animal 
production and biomedical point of 
view.  
Even though the regulation of 
feeding behavior is very complex and 
different brain areas are involved, the 
hypothalamus has been shown to be 
the main feeding regulatory center, 
responsible for food intake, energy 
homeostasis and body weight (19). 
The hypothalamus is crucial for the 
detection of nutrient levels and, in 
response to different brain and 
peripheral signals from the gut and 
adipose tissue, it modulates food 
intake and energy expenditure (56). 
The hypothalamus consists of several 
interconnected nuclei, including the 
arcuate nucleus (ARC), the 
paraventricular nucleus (PVN), the 
lateral hypothalamic area (LHA), the 
ventromedial nucleus (VMH) and the 
dorsomedial nucleus (DMH) (19, 56). 
The ARC is the key nucleus, 
strategically positioned to integrate a 
number of peripheral signals 
controlling food intake (56). The 
signal from ARC projects to 
secondary neurons in the PVN, LHA, 
VMH and DMH that are organized 
into a complex network of orexigenic 
and anorexigenic neuropeptides that 
responds to meal-satiety signals for 
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long term regulation of energy 
homeostasis (19).   
Several QTL regions have been 
identified in pig associated with 
growth and fatness (Pig QTLdb; 20), 
but there are few examples where the 
genetic variation responsible for the 
QTL effects have been identified (36, 
62). We performed high-throughput 
RNA sequencing (RNA-Seq) of 
hypothalamic tissue to identify the 
genes responsible for these QTL 
effects. The RNA-Seq technology is a 
powerful approach, which allows a 
genome wide transcriptome 
characterization and identification of 
the full set of transcripts expressed. 
RNA-seq provides enormously 
detailed insight in transcript 
expression and in the discovery of 
new transcripts and gene 
polymorphisms in a single assay. In 
the last years, several studies have 
employed RNA-Seq to explore the 
porcine transcriptome of different 
tissues such as liver (3, 16, 25, 51), 
gonads (8, 16), endometrium (54), 
traqueobronchial lymph nodes (37), 
longissimus dorsi muscle and 
abdominal fat (3). Previous pig 
hypothalamic transcriptome analyses 
have been conducted using 
microarrays (1, 10, 47, 66) or 
expressed sequence tags (ESTs) (12) 
focusing on sex or breed 
characterization. However, no 
hypothalamic RNA-seq transcriptome 
studies have been carried out in pig 
so far. To our knowledge the only 
hypothalamic RNA-Seq transcriptome 
study performed in a livestock 
species has been conducted in cattle 
and focused on fertility related traits 
(11). 
The Iberian x Landrace 
(IBMAP) experimental population 
was specifically developed to identify 
QTLs for growth, fatness and body 
composition traits, because of the 
large phenotypic divergence of both 
parental breeds in relation to these 
traits (46). Several studies based on 
this population have allowed the 
detection of QTL regions for the traits 
of interest (9, 63).  Significant QTL 
regions associated with growth and 
fatness have been identified on 
porcine chromosomes (SSC) 2, 4, 5, 6, 
14 and 17. Moreover, some candidate 
genes, such as LEPR, FABP4 or FABP5 
have been analyzed reporting 
relevant associations of 
polymorphisms of these genes 
(LEPRc.1986C>T, 
FABP4:g.2634_2635insC, 
FABP4:g.6252C>T and 
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FABP5;g.3000T>G) with the traits of 
interest (7, 45). However, the 
identification and confirmation of the 
causal mutations underlying those 
QTLs have not been successfully 
solved yet and further information is 
needed to understand the complex 
genetic basis of these traits.  
In the present study, the RNA-
Seq technology has been employed to 
compare the transcriptome of 
hypothalamic samples of divergent 
pigs for growth and fatness traits 
from the IBMAP population, with the 
aim to identify genes related to these 
traits.  
 
MATERIALS AND METHODS: 
Animal material, RNA isolation and 
sequencing 
Animal manipulations were 
performed according to the Spanish 
Policy for Animal Protection 
RD1201/05, which meets the 
European Union Directive 86/609 
about the protection of animals used 
in experimentation. The animal 
material used in the present study is 
derived from a backcross (BC) 
generated from the IBMAP 
experimental population (44). Briefly, 
three Iberian boars were mated with 
30 Landrace sows (F0) to produce 70 
F1 animals. To generate the BC, five 
F1 boars were mated with 25 
Landrace sows and 187 BC animals 
were obtained. All pigs were grown in 
an experimental farm under standard 
conditions. The animals were 
slaughtered at an age of 175 days. 
Phenotypic traits related to growth, 
fatness, and body composition were 
measured in all BC animals 
(Supplementary Table 1). 
A principal component analysis (PCA) 
of the BC animals was performed 
according to four indicators for 
growth and fatness traits: average 
daily gain (kg/d), backfat thickness at 
90 kg (mm), and percentages of C18:2 
in backfat and intramuscular fat. Note 
that the C18:2 content of fat tissues is 
positively correlated to pig lean 
growth. Ten male pigs with extreme 
phenotypes, according to the first 
principal component, part of the same 
batch, were selected for this study 
and arranged into two groups (Figure 
1). The five males showing the 
highest values of growth and fatness 
indicators were included in the High 
(H) group and the five males showing 
the lowest values for these traits 
were included in the Low (L) group 
(Figure 1). The mean values of the 
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four indicators in the H and L groups 
were 0.92-0.78 kg/d of average daily 
gain, 16.2-11.6 mm of backfat 
thickness, 12.6-16.7 % of C18:2 in 
backfat, and 8.1-11.9 % of C18:2 in 
intramuscular fat, respectively. 
Hypothalamic samples of the 10 
selected animals were collected at 
slaughter, immediately frozen in 
liquid nitrogen and stored at -80ºC 
until analyzed. Total RNA was 
extracted using the RiboPure TM of 
High Quality total RNA kit (Ambion, 
Austin, TX, USA) following the 
manufacturer’s recommendations 
and quantified using a NanoDrop-100 
spectrophotometer (NanoDrop 
Technologies, Wilmington, DE, USA). 
The integrity of the RNA was assessed 
using an Agilent 2100 Bioanalyzer 
device (Agilent technologies, Santa 
Clara, CA, USA). The RNA integrity 
value (RIN) of the samples ranged 
between 7.1 and 8.1. Paired-end 
libraries with fragments of 300bp 
were prepared using the TruSeq RNA 
Sample Prep Kit v2 (Illumina, Inc., San 
Diego CA, USA) for each sample. 
Multiplex sequencing of the libraries 
was performed on a Illumina Hi-Seq 
2000 (Fasteris SA, Plan-les-Ouates, 
Switzerland) with three samples per 
lane, according to the manufacturer’s 
instructions at CNAG (Centro 
Nacional de Análisis Genómico) 
generating paired-end reads of 75 bp 
.  
 
Mapping and assembly  
 Quality of the raw sequencing 
data was accessed with FastQC 
(http://www.bioinformatics.babraha
m.ac.uk/projects/fastqc/). Trim 
Galore 
(http://www.bioinformatics.babraha
m.ac.uk/projects/trim_galore/) was 
used to quality trim the data with 
default settings and to remove the 
sequencing adaptors and poly A and T 
tails (stringency of 6 bp, -s 6) keeping 
only paired-end reads where both 
pairs were longer than 40bp. Filtered 
reads were mapped against the pig 
reference genome (Sscrofa10.2) (15) 
using TopHat v.2.0.5 (59) with 
Bowtie2 (v.2.0.0.7) applying default 
settings except that reads were first 
aligned to the ENSEMBL (10.2.68) 
transcriptome annotation (-G option) 
and the distance between both pairs 
was set to 50bp (inner-mean 
distance) and the standard deviation 
at 150bp.  
Transcripts were assembled and 
quantified in FPKM (fragments per 
kilobase of transcript per million 
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mapped fragments) by Cufflinks 
v2.0.2 (60). Additionally, the 
CummeRbund Bioconductor R 
package (13) was employed to 
analyze Cuffdiff (see below) output 
and determine the clustering of the 
samples according to the expression 
data, to assess the consistence of the 
groups that are being compared. Two 
of the samples, one from each group, 
were discarded from the study 
because their clustering deviate 
largely from the expected clustering, 
probably due to sampling or RNA 
processing problems. 
Identification of novel isoforms 
Novel expressed isoforms 
were extracted using the Cuffcompare 
tool from Cufflinks. Cuffcompare was 
run using the ENSEMBL (10.2.68) 
transcriptome annotation as a 
reference for assessing the accuracy 
of the predicted Cufflinks mRNAs or 
gene models, and reducing the set of 
reference transcripts to only those 
found to overlap any of the input loci. 
With these options, Cuffcompare 
compares Cufflinks transfrags with a 
reference annotation and classifies 
them in different class codes, such as 
novel isoforms, intergenic or intronic 
transcripts. Isoform are only 
considered novel when a transfrag 
shared at least one splice junction 
with a reference transcript.  
 
Expression quantification and 
differential expression analysis 
After the assembly phase, the 
Cuffdiff tool (60) from Cufflinks was 
used to calculate expression values 
and to perform the differential 
expression analysis of the annotated 
genes and the newly predicted 
isoforms detected between H and L 
groups. Cuffdiff was run using the 
bias correction (-b option) to improve 
accuracy of transcript abundance 
estimates, and the ‘rescue method’ for 
multi-reads (-u option) to more 
accurately weight reads mapping to 
multiple locations in the genome. The 
remaining parameters were set as 
default.  
The genes and new isoforms were 
filtered according to two criteria: i) a 
minimum mean group expression 
greater than 0.5 FPKM, ii) a fold 
change of the expression differences 
between H and L groups higher or 
equal to 1.5. The R package q-value 
(58) was employed to calculate the 
false-discovery rate. Finally, those 
genes with a p-value and a q-value ≤ 
0.05 were considered as DE. 
Additionally, those novel isoforms 
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with a p-value ≤ 0.05 (equivalent to a 
q-value ≤ 0.25) were considered as 
DE. 
 
RNAseq analysis using the CLC 
Genomics Workbench software 
The whole RNAseq data 
analysis was also performed with the 
CLC Genomics Workbench using the 
same parameters as in the Tophat-
Cufflinks analysis, to identify the 
overlapping between both 
methodologies. The strategies for 
filtering, mapping, transcript 
assembly and quantification of this 
software are based on Mortazavi et 
al., (41). Mapping parameters were 
set as default and the minimum and 
the maximum distance between pairs 
were defined as in the TopHat 
analysis. The broken pairs were 
excluded when counting the mapped 
reads to generate expression values. 
Expression data were normalized 
using the normalization by quantiles 
option and the differential expression 
analysis was performed assuming 
that the data has Gaussian 
distributions. Homogeneous variance 
was assumed and the normalized 
expression values were used for the 
differential expression analysis. 
Genes detected as differentially 
expressed (DE) by both 
methodologies were considered the 
most consistent. 
 
Validation of differentially 
expressed genes and novel 
isoforms by q-PCR and sequencing 
In order to evaluate the 
reliability and reproducibility of the  
results obtained in the RNA-Seq 
analyses, several new isoforms and 
gene expression measures were 
validate using complementary 
molecular analyses. Potentially novel 
isoforms identified by Cuffcompare 
were validated by cDNA sequencing. 
Among the DE novel isoforms, the 
ones identified for the PLAC8 and 
KIAA1462 genes were selected for 
validation. One primer pair was 
designed covering exons 1 to 3 of the 
PLAC8 gene (reference sequence: 
ENSSSCT0000010120) and another 
one between exons 2 and 3 (reference 
sequence: ENSSSCG00000011020) of 
the KIAA1462 gene (See 
supplementary table 2 for primer 
sequences).  Different size of the PCR 
products will allow distinguishing the 
different isoforms. The PCRs 
reactions were performed in a final 
volume of 25 µl, containing 2.5 µl of 
cDNA, 1 unit of Taq polymerase 
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(Biotools), specific buffer, 2.5 mM of 
dNTPs and 0.5 µM of each primer. 
Thermocycling was carried out under 
the following conditions: 94ºC for 5 
min, 40 cycles of 94ºC for 45 s, 60ºC 
for 45s and 72ºC for 45s, with a final 
extension of 72ºC for 10 min. The PCR 
reactions were carried out in a 
GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystems, Warrington, UK). The 
PCR products were purified with the 
GFXTM PCR DNA purification kit (GE 
Healthcare, UK) according to the 
manufacturers’ protocol. PCR 
products were sequenced with both 
forward and reverse primers using 
the 3100 BigDye® Terminator v3.1 
Matrix Standard in a 3730 DNA 
Analyzer (Applied Biosystems 
Warrington, UK). The obtained 
sequences were edited and aligned 
using the EditSeq and MegAlign 
packages of the WinStar software for 
the comparison between the novel 
and the annotated isoforms in 
Ensembl.  
In addition, to evaluate the 
reproducibility of the expression 
measures obtained, relative 
transcript quantification by RT-qPCR 
of seven differentially expressed 
genes (BTG2, ACTA2, PRCP, FA2H, 
ADAMTS4, VAMP8 and IRF1) and two 
differentially expressed novel 
isoforms (PLAC8 and KIAA1462) was 
performed in the eight animals. The 
reactions were performed in 384-well 
plates using the LightCycler®480 
Real-Time PCR System (Roche 
Diagnostic, Mannheim, Germany). 
Four widely used presumable 
constitutively expressed reference 
genes, GAPDH, B2M, TOP2B and ACTB, 
were included in the plates to select 
the most suitable ones for expression 
data normalization. The GeNorm 
algorithm was used to identify the 
reference genes with the highest 
stability in this particular dataset. 
Real-time qPCR reactions were 
performed in a total volume of 20µl 
containing 2.5µl of cDNA (1/10 
dilution), 10µl of Roche LightCycler 
mix and 0.5 µl of the specific primer 
pairs. All primer pairs used are 
detailed in Supplementary table 3. 
Standard PCR on cDNA was carried 
out to verify amplicon sizes. Cycling 
conditions were 95ºC for 10 min, 
followed by 45 cycles of 95ºC (15s) 
and 60ºC (1 min), when the 
fluorescence was acquired. A 
dissociation curve to test PCR 
specificity was generated by one cycle 
at 95ºC (15s), followed by 60ºC (20s) 
and ramped up to 95ºC with the 
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fluorescence acquired during the 
increase to 0.01ºC/s. All points and 
samples were run in triplicates as 
technical replicates and dissociation 
curves were analyzed for each 
individual replicate. Single peaks in 
the dissociation curves confirmed the 
specific amplification of the primer 
pairs and the absence of primer 
dimers. A non-template control, 
without cDNA, was included as 
negative control. PCR efficiency of 
each primer pair, shown in 
Supplementary table 3, was 
estimated by standard curve 
calculation using four points of cDNA 
serial dilutions (1, 1/2, 1/4 and 1/8) 
of a pool of the eight samples used.  
Data generated were analyzed with 
LightCycler 480 software (Roche) 
using the second derivative method 
(34). Mean Cp values were 
transformed to quantities using the 
comparative Cp method, setting the 
highest relative quantities for each 
gene to 1 (Quantity = 10-ΔCp/slope). 
Data normalization was carried out 
using the reference genes GAPDH and 
ACTB that showed the highest 
stability and efficiency values in these 
samples.  
Pearson correlations were calculated 
between RT-qPCR and RNA-Seq 
expression data for the nine tested 
transcripts.  
 
Gene functional classification, 
network and pathway analyses 
A functional analysis of the 
genes expressed in hypothalamus 
was performed by analyzing 
pathways enrichment with the FatiGO 
browser from Babelomics 4.3 
(http://babelomics.bioinfo.cipf.es) 
using the Reactome database. 
Similarly, a functional analysis of the 
differentially expressed genes 
between H and L groups was 
performed by analyzing GO 
enrichment with FatiGO using GO, 
KEGG and Reactome databases. This 
software provides an adjusted p-
value according to the FDR procedure 
of Benjamini & Hochberg for the 
enrichment analyses. The functions 
and published literature of all 
relevant DE genes and isoforms have 
been analyzed using the NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and 
Ensembl (http://www.ensembl.org/) 
databases. In addition, The Ingenuity 
Pathways Analysis software (IPA; 
Ingenuity Systems, 
www.ingenuity.com) was employed 
to generate networks that allow 
identifying the most significant 
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biological functions of the DE genes 
selected as most relevant (see results 
for details on selection). 
In order to identify potential 
regulatory elements of the relevant 
genes, GeneCards database 
(www.genecards.org), SABiosciences' 
Text Mining Application 
(http://www.sabiosciences.com) and 
the UCSC Genome Browser 
(http://genome.ucsc.edu/) were 
used.  
 
RESULTS AND DISCUSSION: 
Characterization of the porcine 
hypothalamic transcriptome 
A total of 1,028 million paired-
end reads were obtained from the 
transcriptome sequencing of the eight 
hypothalamic samples. After 
trimming and filtering according to 
quality parameters, this number was 
reduced to 1,026 million reads 
(supplementary table 2). The TopHat 
pipeline mapped around 83% of 
those reads against the pig reference 
genome (build 10.2). The distribution 
of the gene expression values 
obtained with Cuffdiff for the 25,010 
genes annotated in the pig genome is 
represented in Supplementary Figure 
1. Only 4,762 of the annotated genes 
showed no expression in this dataset, 
while 16,024 genes were expressed in 
these samples with a mean 
expression value higher than 0.5 
FPKM in both groups of animals. The 
number of expressed genes in this 
tissue was higher than found in other 
porcine tissues in previous studies. A 
total of 12,816 annotated genes were 
expressed in gonads (8), and around 
11,000 genes in liver (25, 51). This 
result is in agreement with studies in 
mouse and human that have reported 
higher levels of RNA editing, 
associated to an increased in 
transcript diversity in brain 
compared to other pig tissues (6, 33). 
However, these differences could also 
be due to the use of different 
annotation of the pig genome, the 
higher sequencing depth obtained in 
the present study and the different 
filtering criteria set up in the different 
studies. Most of the genes showed a 
low or intermediate expression level 
between 0.5 and 100 FPKMs, and only 
a small proportion showed very high 
expression levels greater than 1,000 
FPKMs, in agreement with the results 
obtained in other tissues (8, 51). 
The functional enrichment analysis 
performed with Babelomics against 
the Reactome database revealed that 
genes expressed in the hypothalamus 
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are involved in a wide range of 
functions (Figure 2). As expected, 
among the strongest enriched 
pathways are several specific 
functions of the central nervous 
system such as axon guidance, nerve 
growth factor and synaptic 
transmission. In addition, it is worth 
mentioning that 35% of the enriched 
pathways identified are related to 
signaling pathways and therefore 
different types of growth factors 
signaling (platelet, epidermal, 
vascular, bone and fibroblast growth 
factors) are overrepresented, 
supporting the importance of the 
hypothalamus in signaling, growth 
and developmental processes. Also, 
diabetes appeared as the second most 
enriched pathway, showing the high 
importance of the hypothalamus in 
glucose and insulin metabolism and 
signaling. These results, together with 
the enrichment in lipid metabolic 
processes and energy metabolism 
integration, show the key role of this 
tissue for the traits of interest of the 
present study, supporting the 
decision to focus on the 
hypothalamus to investigate genes 
regulating growth and fatness. 
Moreover, previous studies based on 
the animal material used in the 
present study (Iberian x Landrace 
cross) have shown the relevance of 
the hypothalamic LEPR gene 
expression in growth and fatness (45, 
49). An exonic polymorphism of this 
gene, LEPRc.1987C<T, is highly 
associated with growth, fatness and 
body composition (45). Differential 
hypothalamic expression of two 
different LEPR isoforms was found 
linked to this SNP (49). 
Unfortunately, although the obvious 
importance of this gene, it could not 
be analyzed in the present study 
because LEPR is incompletely 
annotated in the current genome 
annotation. 
A total of 268,608 different 
transcripts were identified by 
Cufflinks in the eight hypothalamic 
samples. The classification of these 
transcripts performed with 
Cuffcompare is summarized in Table 
1. A high percentage of the transcripts 
(27.8%) was annotated as intergenic 
transcripts illustrating the 
incompleteness of the available 
porcine genome annotation especially 
in annotation of non-coding RNA 
genes explaining this large number of 
novel intergenic transcripts. The high 
number of identified intergenic 
transcripts is in agreement with 
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previous studies in different porcine 
tissues: 36.1% of intergenic 
transcripts found in gonads (with the 
previous build 9 of the pig genome 
reference; 8) and 20.2% in liver 
(using the pig genome version 9.61 as 
reference; 51). Moreover, there is a 
large number of transcripts falling 
within a reference intron (15.3%) 
that indicate intron retention events, 
incorrect annotation of exons and 
even errors or missing prediction of 
isoforms. The later would be in 
agreement with the high number of 
potentially novel isoforms identified. 
A total of 58,927 potentially new 
isoforms was predicted by 
Cuffcompare, sharing at least one 
splice junction with a reference 
transcript and representing 21.9% of 
the total transcripts detected. 
 
Differential expression analysis 
Differentially expressed 
annotated genes  
The number of paired-end 
reads obtained before and after 
trimming were similar in both 
groups, around 400 million reads for 
both H and L groups (Supplementary 
table 2). Similar percentages of 
mapped reads were also observed, 
83.2% in the H group and 83.4% in 
the L group (Supplementary table 2). 
In addition, as shown in 
Supplementary Figure 1, global gene 
expression levels were equally 
distributed in both groups. Taking 
these into account, a larger part of the 
differences in gene expression 
observed between both groups can 
probably be attributted to the 
divergence of the two backcrossed 
breeds for growth and fatness traits. 
While the Landrace breed is 
characterized by a lean and fast 
growth the Iberian breed shows a 
higher food intake, higher proportion 
of fat and slower growth. The 
differential expression analysis of 
annotated genes performed with 
Cuffdiff revealed a total of 210 DE 
genes between H and L groups, 
according to the employed cut-off 
(mean expression ≥ 0.5 FPKM, fold 
change ≥ 1.5 and p-value and q-value 
≤ 0.05). Among them, 17 genes 
showed highest expression in the H 
group and the remaining 193 DE 
genes showed highest expression in 
the L group. The fold change of these 
DE genes ranged from 1.65 to 18.19. 
The GO enrichment analysis 
performed by FatiGO (Babelomics) on 
the 210 DE genes indicated that 
several GO molecular functions 
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related to the traits of interest are 
overrepresented: peptidase activity 
(adjusted p-value = 1.1 x10-2), growth 
factor binding (adjusted p-value = 5.0 
x10-3) and insulin-like growth factor 
binding (adjusted p-value = 4.9 x10-
2). Similarly, amongst the GO 
biological processes enriched in the 
DE genes, several processes related to 
growth and fatness traits could be 
identified: skeletal system 
development (adjusted p-value = 1.8 
x10-6), tissue development (adjusted 
p-value = 9.7 x10-4), response to 
hormone stimulus (adjusted p-value 
= 4.7 x10-8), transforming growth 
factor beta receptor signaling 
pathway (adjusted p-value = 1.5 x10-
5) and response to nutrient levels 
(adjusted p-value = 0.024). A 
selection of candidate genes was 
performed fitting two criteria: co-
localization with previous QTLs 
identified in the same animal material 
and (/or) overlap with an 
independent differential expression 
analyses conducted with CLC 
Genomics software.  
In total 15 of the 210 DE genes were 
located close (within 8 Mb from QTL 
confidence interval) or within these 
QTL regions (Table 2), highlighting 
relevant candidate genes. A deeper 
analysis of these 15 DE genes 
revealed that six of them are 
functionally linked to the traits of 
interest (IRF1, ADAMTS4, FA2H, EGR-
1, PMCH and MFAP5; Table 2).  The 
IRF1 codes for a transcription factor 
(TF) involved in growth hormone 
regulation (21), the ADAMTS4 gene is 
associated to an increase in beef 
marbling (32), the FA2H codes for a 
regulator of adipocyte differentiation 
and lipogenesis controlling body 
weight (18) and the TF EGR-1 gene 
product is involved in the interaction 
between leptin and cholecystokinin 
hormones, which play important 
roles in regulating food intake, meal 
size and duration (30, 31). Moreover, 
a direct regulation of systemic 
cholesterol levels via regulation of 
cholesterol synthesis in the liver has 
also been reported for the EGR-1 gene 
(14). PMCH, described as a 
hypothalamic-specific gene (48), 
codes for the melanin-concentrating 
hormone (MCH) precursor, a key 
regulator of food intake and 
metabolism (42). Finally, MFAP5 gene 
expression has been correlated to 
changes in the amount of body fat, 
adiponectin and leptin levels, as well 
as to the expression of several genes 
associated with adipose tissue 
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development and differentiation such 
as PPARG, CCND2 and ADAM12 (61). 
To focus on those genes with 
the highest evidence of being 
differentially expressed between both 
groups, an additional RNA-Seq data 
analysis was conducted with CLC 
Genomics Workbench software using 
the same parameters and reference 
genome as in the Tophat-Cufflinks 
analysis. There are several 
differences in the methodology used 
by both analyses (CLC user manual: 
http://www.clcsupport.com/clcgeno
micsworkbench/current/; Cufflinks 
user manual: 
http://cufflinks.cbcb.umd.edu/howit
works.html). The CLC Genomics 
performs normalization by quantiles 
of the expression values and the 
Cufflinks uses the FPKM normalized 
values. Besides, the Cufflinks pipeline 
incorporates some options such as 
the multi-mapped read correction 
and the sequence bias correction that 
improve the estimation of the 
abundances. However, the greatest 
differences are in the approaches 
used to identify differentially 
expressed genes. The CLC Genomics 
assumes a Gaussian distribution of 
the data, whereas Cuffdiff “learns” the 
distribution from the input data 
providing a most accurate estimation. 
Additionally, the CLC Genomics 
performs a classic test based on the 
means and variances within groups 
and then calculates a t-test assuming 
“homogeneous” variances (in this 
case) and calculates a two-sided p-
value, while the Cuffdiff is based in 
the log-fold-change, estimates the 
variance in the log-fold-change using 
simulated draws of the model of 
variance in expression for each group 
and calculates an empirical p-value 
based on these simulations. It is 
notable that the correlations between 
expression measures obtained by 
both RNA-Seq analysis 
methodologies, TopHat-Cufflinks and 
CLC Genomics were high and 
significant (the mean correlation was 
0.88; p-value < 0.01). Moreover, the 
concordance correlation coefficient 
(CCC) (38) that provides a global 
indication of the reproducibility of 
gene expression studies was 0.98, 
indicating an almost perfect 
agreement between both RNA-Seq 
analysis methodologies. Even though 
the concordance in gene expression 
measures between both 
methodologies is high, as mentioned 
above, the strategies to analyze the 
differential expression are different. 
Artículo II: Porcine genes involved in growth and fatness regulation 
82 
 
Those genes that appeared as DE in 
both analyses were considered the 
most consistent. A total of 56 
annotated genes were identified as 
DE by both approaches. Amongst 
them, 13 have previously been 
associated with growth and fatness 
traits in pig or other mammalian 
species and nine have known 
biological functions directly related to 
these traits: PRCP, FA2H, ALDH2, IRF1, 
ANGPTL2, VAMP8, PLAC8, JUNB and 
TNFAIP3. Two of these genes, IRF1 
and FA2H, are located within the QTL 
regions discussed above. The PRCP 
gene codes for a 
prolylcarboxipeptidase, a 
hypothalamic regulator of food intake 
and energy homeostasis in rodents 
(23, 64). The JUNB gene product has 
been described as a growth inhibiting 
protein and JUNB-deficient mice 
showed a retarded growth and a 
reduction of adipose tissue (50). The 
PLAC8 gene codes for an important 
regulator of lipogenesis and 
adipocyte differentiation, being 
involved in the control of body weight 
(24). The ALDH2 is a downstream 
target of PPARG signaling (43), and 
ANGPTL2 and VAMP8 genes are 
involved in insulin sensitivity and 
glucose metabolism (26, 28, 67). 
Finally, the TNFAIP3 gene has been 
related to lipid and fatty acid 
metabolism in mice (5). For the 
remaining four genes (BMP5, BTG2, 
ACTA2 and ADAMTS4), even though 
they do not have a known biological 
function directly related to growth 
and fatness, they have been 
previously linked to these traits 
through association analyses. The 
gene ADAMTS4 mapped within a 
previously described QTL region and 
its association to the traits of interest 
was discussed above. The BMP5 is 
located within a major QTL region 
identified in pig affecting carcass fat 
content and a SNP within this gene 
has been associated with fatness (55). 
Polymorphisms in the porcine BTG2 
and ACTA2 genes have been 
previously associated to fat content 
(22, 39).  
 
Identification of new 
isoforms differentially expressed 
The existence of the new isoforms of 
the PLAC8 and KIAA1462 genes has 
been validated by cDNA sequencing. 
For the PLAC8 gene, an isoform 
lacking exon 2 was confirmed. For the 
KIAA1462 gene, a transcript 
containing the intronic region 
between exons 3 and 4 was also 
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confirmed.  The validation of these 
two novel isoforms supports the 
reliability of the strategy used for 
new isoforms identification. 
The differential expression analysis 
performed with the 58,927 new 
isoforms revealed a total of 50 DE 
isoforms between H and L groups. All 
of them showed a higher expression 
in the L group compared to the H 
group. These new isoforms are 
characterized by containing extra 
exons, intron retention events or 
exon skipping. The biological 
annotation showed that seven of 
them are splice forms of genes related 
to growth and fatness (AEBP1, 
SETDB1, CD44, SLC44A1, PLAC8, 
BMP5 and KIAA1462). The AEBP1 
gene codes for the adipocyte 
enhancer-binding protein that 
modulates adiposity and energy 
homeostasis (52), the CD44 seems to 
participate in the link between 
obesity and insulin resistance (27) 
and the PLAC8 gene is a regulator of 
brown fat tissue adipocyte 
differentiation (24). The product of 
the gene SLC44A1 is a choline 
transporter involved in lipid 
metabolism (35), and the SETDB1 
gene codes for a histone 
methyltransferase part of a repressor 
complex of PPARG that determines 
the differentiation of stem cells into 
adipocytes (17).  Although the 
remaining two genes, BMP5 and 
KIAA1462 have not known function 
related to the traits of interest, they 
are located within QTL regions and 
contain SNPs previously associated 
with fat content and deposition, 
respectively (55, 65). 
 
qPCR validation of differential 
expression analyses 
Among the 56 DE genes 
identified both by Cuffdiff and CLC 
Genomics, seven were selected to be 
validated by qPCR. They included 
three DE genes located within 
previously detected QTL regions for 
growth and fatness (FA2H, IRF1 and 
ADAMTS4) and four genes identified 
by both RNA-Seq analyses, which 
previously have been associated to 
the traits of interest (PRCP, VAMP8, 
BTG2 and ACTA2). The expression 
values of the two new DE isoforms 
validated by sequencing (PLAC8 and 
KIAA1462) were also selected for 
qPCR validation. 
The expression values of the nine 
transcripts were measured by qPCR 
and normalized using GAPDH and 
ACTB as reference. The correlations 
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of the expression values obtained 
with qPCR, TopHat-Cufflinks and CLC 
Genomics are shown in Table 3. The 
correlations obtained between both 
RNA-Seq analyses and qPCR were 
highly significant, ranging from 0.67 
(PRCP gene) to 0.98 (PLAC8 new 
isoform). The average correlation 
between TopHat-Cufflinks and qPCR 
was 0.86 which is in agreement with 
the results from Roberts et al., (53) 
who reported a correlation of 0.81 
between Cufflinks and qPCR 
expression data. It is not possible to 
calculate the CCC between qPCR and 
RNA-Seq methodologies due to 
several limitations: the limit number 
of validated genes, the non-random 
selection of these genes and the 
intrinsic differences in the expression 
measures of both types of 
methodologies (i.e. while all different 
transcripts of a gene are being 
measured in the RNA-Seq analyses 
only those covered by the primers 
designed are measured by qPCR).  
 
Transcription factors (TF) related 
to growth and fatness traits 
Several genes related to 
growth and fatness traits have been 
highlighted through the different 
approaches used (Table 4). A search 
for potential regulatory elements on 
this set of genes was conducted using 
GeneCards database and the 
SABiosciences' Text Mining 
Application. A total of 116 potential 
TFs regulators were found. Amongst 
them, TFs located within the QTL 
regions discussed above, were 
selected as powerful TF candidate 
genes. Six TFs are located within a 
QTL region: IRF1 (QTL SSC2), EGR-1 
(QTL SSC2), PBX1a (QTL SSC4), 
POU2F1 (QTL SSC4), NR3C1 (QTL 
SSC2) and NF-Yb (QTL SSC5). Both 
IRF1 and EGR-1 are considered highly 
relevant as they also appeared 
differentially expressed between H 
and L groups. Both are TFs regulating 
a set of relevant DE genes (BTG2, 
ACTA2, JUNB and CD44) and are 
located within QTL regions associated 
to the traits of interest (SSC2: 148-
152 Mb). Moreover, there is a high 
correlation between the expression of 
IRF1 and JUNB (0.98), IRF1 and BTG2 
(0.98) and EGR-1 and JUNB (0.93). 
Remarkably, EGR-1 is a potential 
regulator of IRF1, and their 
expression levels are highly 
correlated (0.91). Additionally, the 
NR3C1, a potential regulator of 
SLC12A2, SELE, CPXM1, ACTA2 and 
ALDH2, also maps in the interval of 
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the same QTL region on SSC2 and it 
codes for a glucocorticoid receptor 
associated with obesity and eating 
disorders in humans (2). This gene 
also seems to be regulated by EGR-1 
and IRF1. Similarly, two of the 
identified TFs are located in the 
interval of SSC4 QTL (68-85 Mb), 
PBX1a and POU2F1. PBX1a regulates 
MYL9 and KIAA1462 DE transcripts 
and has been proposed as an 
adipocyte development regulator at 
multiple levels. It promotes the 
generation of adipocyte progenitors 
during embryogenesis, while favoring 
adipocyte progenitors proliferation 
and commitment to the adipocyte 
lineage in post-natal life (40). POU2F1 
regulates de expression of ANO6 DE 
gene and has been previously 
associated to lipoprotein lipase 
transcriptional regulation (4). The 
final relevant TF is NF-Yb, located 
within the QTL region on SSC5 (69-83 
Mb). It potentially controls the 
expression of PRCP DE gene, which 
has an important role in the 
regulation of food intake and energy 
homeostasis (23). The fact that some 
of these TFs are not DE conditional on 
the analyzed groups does not 
necessary mean that they are not 
related to these traits, as it is known 
that small expression variations of 
TFs could have great impact on its 
target genes expression. 
 
Functional networks and pathway 
analyses 
The IPA software was used to 
build a network with the most 
relevant DE genes and the TFs located 
in QTL regions and therefore 
potentially regulating DE genes. All 
these genes matched within four 
different networks (Table 5). 
Networks 1 and 2 were the most 
informative according to their scores, 
the number of discussed genes and 
the associated functions. In order to 
get further insights, networks 1 and 2 
were merged and the resulting 
network is presented in Figure 3. In 
addition, the relevant canonical 
pathways related to the traits of 
interest, such as growth hormone, 
leptin and PPAR signaling were also 
included in the network. This 
overview of the network shows the 
important role of the 
abovementioned TFs in these 
processes, especially for EGR-1, 
NR3C1 and IRF1. The NR3C1 TF is 
linked with all the TFs of the network, 
IRF1, PBX1, EGR-1 and POU2F1, 
highlighting a key regulatory role of 
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EGR-1 in growth and fatness. Finally, 
even though JUNB is not located in a 
QTL region, the high number of gene 
connections and its central location in 
the network, point out a relevant role 
of this TF in these processes.  
 
Conclusions 
The undertaken RNA-Seq 
approach has enabled us to explore 
the hypothalamic transcriptome of 
pigs divergent for growth and fatness 
traits. The transcriptome profile of 
the hypothalamus confirms its 
important role in the regulation of 
growth, fat accumulation and energy 
expenditure. The differential 
expression analyses performed with 
TopHat-Cufflinks revealed a total of 
210 DE genes between H and L 
groups. Amongst them, 15 are located 
within QTL regions previously 
identified for these traits. An 
additional analysis conducted with 
CLC Genomics software supported 
the results obtained for 56 DE genes, 
of which 13 were biologically related 
to growth and fatness and three 
mapped within QTL regions. Finally, 
identification of new isoforms 
allowed us to identify a total of 50 DE 
novel isoforms, seven out of them 
related to the traits of interest. In 
summary, a set of 21 relevant 
differentially expressed genes could 
be highlighted. Additionally, six TFs 
were identified as potential 
regulators of the 21 DE genes. Among 
them, EGR-1, IRF1 and NR3C1 are the 
strongest candidate TF genes for 
growth and fatness according to their 
expression pattern, genomic location 
within QTL regions and network 
interactions. Overall, the results of 
the present study contribute to an 
improved knowledge of relevant 
metabolic routes for growth and 
fatness traits, not only relevant for 
pig production, but also in relation to 
human obesity and related diseases. 
The next step towards the search of 
the causal genetic variation would be 
the analysis of polymorphisms in the 
promoter regions of the highlighted 
genes and even in the transcription 
factors potentially responsible of the 
expression differences found in the 
current study.    
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TABLES: 
Table 1. Classification of the transcripts identified in the hypothalamic 
samples in relation to the Ensembl annotated pig genes.  
 
Cuffcompare class Number 
transcripts 
% 
transcripts 
Complete match of intron chain 8,702 3.2 
Multiple classifications 33,965 12.6 
Contained in the reference 22,923 8.5 
Possible pre-mRNA fragment 9,122 3.4 
Transcript falling within a reference intron 41,008 15.3 
Potentially novel isoforms 58,927 21.9 
Generic overlap with a reference transcript 8,196 3.0 
Possible polymerase run-on fragment 7,763 2.9 
Intergenic transcript 74,845 27.8 
Exonic overlap on the opposite strand 3,157 1.1 
TOTAL 268,608 100 
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Table 2. Differentially expressed (DE) genes matching QTL regions 
previously detected for the traits of interest in the same animal material (8) and 
their respective position.  
 
 Chr. DE Genes Position 
(Mb) 
QTL CI 
(Mb) 
Associated Trait 
2 IRF1* 
EGR-1* 
140 
146 
150-158 Mean weight of shoulders, weight 
of bone-in loins 
4 ADAMTS4* 
C8ORF46 
SELE 
97 
74 
88 
68-85 Mean weight of shoulders, weight 
of bone-in loins 
4 HFM1 137 129-134 Backfat thickness at 75 kg 
5 SLC6A13 
MFAP5* 
PMCH* 
69 
65 
85 
69-83 Backfat thickness at slaughter 
6 FA2H* 128 134-145 Backfat thickness at slaughter 
14 CPXM2 145 149-153 Backfat thickness at 75 kg, Backfat 
thickness at slaughter 
17 MYL9 
TGM2 
PROCR 
CPXM1 
45 
46 
43 
37 
39-42 Backfat thickness at 75 kg 
 
* DE genes with biological functions related to the traits of interest. Chr, 
chromosome; CI, confidence interval.  
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Table 3. Pearson correlation between the expression values obtained from 
qPCR, TopHat-Cufflinks (TC) and CLC Genomics (CLC) for nine transcripts/genes. 
 
Gene qPCR-TC p-value qPCR-CLC p-value 
Annotated genes 
PRCP 0.69 2x10-2 0.67 3x10-2 
FA2H 0.74 1x10-2 0.72 2x10-2 
IRF1 0.92 4x10-4 0.91 6x10-4 
VAMP8 0.88 1x10-3 0.88 1x10-3 
BTG2 0.94 1x10-4 0.92 4x10-4 
ACTA2 0.97 1x10-5 0.96 5x10-5 
ADAMTS4 0.80 7x10-3 0.79 8x10-3 
New isoforms 
PLAC8 0.98 3x10-6 - - 
KIAA1462 0.84 4x10-3 - - 
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Table 4. Relevant differentially expressed genes identified from the 
comparison between high and low groups.  
 
Ensembl ID Gene ID Fold  Change q-value 
ENSSSCG00000010447 ACTA2 3.15 3.6x10-4 
ENSSSCG00000006359 ADAMTS4 1.72 4.9x10-4 
ENSSSCG00000016754 AEBP1 4.34 3.0x10-1 
ENSSSCG00000009889 ALDH2 1.79 3.8x10-2 
ENSSSCG00000005608 ANGPTL2 2.48 1.2x10-2 
ENSSSCG00000001478 BMP5 2.31 4.7x10-2 
ENSSSCG00000028322 BTG2 3.21 9.0x10-5 
ENSSSCG00000013297 CD44 4.87 3.1x10-1 
ENSSSCG00000014336 EGR-1 1.9 3.7x10-2 
ENSSSCG00000002718 FA2H 1.79 4.0x10-2 
ENSSSCG00000014277 IRF1 1.98 3.1x10-2 
ENSSSCG00000013735 JUNB 3.28 2.3x10-3 
ENSSSCG00000011020 KIAA1462 1.9 3.1x10-1 
ENSSSCG00000000666 MFAP5 3.77 4.8x10-2 
ENSSSCG00000009240 PLAC8 2.93 3.1x10-1 
ENSSSCG00000000858 PMCH 1.83 4.6x10-2 
ENSSSCG00000014899 PRCP 1.8 4.1x10-2 
ENSSSCG00000006645 SETDB1 2.79 3.1x10-1 
ENSSSCG00000014255 SLC12A2 3.17 3.1x10-1 
ENSSSCG00000005425 SLC44A1 2.01 3.1x10-1 
ENSSSCG00000022820 VAMP8 1.81 4.7x10-2 
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Table 5. Networks built with the relevant DE genes and TFs  (in bold) by the IPA software. 
 
ID Molecules in Network Score Focus 
Molecules 
Top Functions 
1 ACTA2, AEBP1, ALDH2, ANGPTL2, Ap1, BRC, BTG2, CaMKII, Cbp/p300, CD3, 
CD44, CD82, Cdc2, Cg, Creb, EGR1, ERK, ERK1/2, FSH, GNRH, HIST3H3, IL1, JUNB, 
Lh, Mapk, Mek, P38 MAPK, Pdgf, PDGF BB, PMCH, SLC12A2, TCF, Tgf β, VAMP8, 
Vegf 
28 11 Cancer, neurological 
disease, endocrine 
system disorders 
2 Akt, ALOX12/15, AMIGO2, Atf, BMP5, C8orf4, CARD14, Ck2, ESR1, FASTKD1, 
FGD4, PTK2, HIS4, IL12, IP6K3, IRF1, Jnk, NFkB, NR3C1, Oc1/2, Orm, PBX1, Pka, 
Pkc, Ras PLAC8, POU2F1, RDM1, RELT, POLR2A, Taok2, TCR, Tnfrsf22/Tnfrsf23, 
vitK1, ZNF675 
12 6 Cellular development, 
growth and 
proliferation, organ 
morphology 
3 ADAMTS4, AKAP17A, ANO2, CDS2, CEP57L1, CHPT1, CHUK, CTC1, FAM184B, 
FAM49B, FAM92A1, FLYWCH1, KBTBD8, L2HGDH, METTL9, METTL2B, MFAP5, 
NFYB, PRCP, PXMP4, RIMBP2, SETDB1, SLC44A1, SNX10, TM7SF3, TMEM39A, 
TTC39B, TYW1, UBC, UBE3B, ZNF468, ZNF484, ZNF610, ZNF611, ZNF765 
12 6 Cardiovascular disease, 
connective tissue 
disorders, 
developmental disorder 
4 C18-ceramide, cholesterol, DC16-ceramide, Epgn, FA2H, fatty acid, lipid, miR-
124-3p, SBDS, UBQLN4  
2 1 Ophthalmic disease, 
hair, skin and organ 
development 
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FIGURES 
Figure 1. Graphical representation of the first and second principal components of 
the PCA summarizing the phenotypical variation of the four traits related to 
growth and fatness. Animals assigned to the High (H) group are highlighted with 
white circles, and those to the Low (L) group with grey circles. 
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Figure 2. Reactome pathways enriched in the set of genes expressed in the 
hypothalamus samples analysed.  
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Figure 3. Graphical representation of merged networks 1 and 2 generated by the 
IPA software. The relevant DE genes are colored in grey, TFs in black and the 
remaining genes added to build the network in white. Overrepresented canonical 
pathways related to the traits of interest were also overlaid on the network.
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ABSTRACT 
The analysis of the structural 
genetic variability in candidate genes 
can make it possible to analyze the 
selection footprint and deepen the 
understanding of the genetic basis of 
complex traits. The leptin (LEP) and 
its receptor (LEPR) genes are 
involved in food intake and energy 
homeostasis and polymorphisms 
associated to growth and fatness 
traits have been previously detected 
in both genes. The main objective of 
this study was to explore the genetic 
variability of the most polymorphic 
regions of both LEP and LEPR genes 
in a  variety of pig populations and 
wild boars from European and Asiatic 
origins. In total, 46 animals were 
included in the analyses: 12 Iberian 
pigs, 20 pigs from European domestic 
breeds, 9 Spanish wild boars and 5 
pigs from Asiatic domestic breeds. 
The sequencing of a total of 2,520 bp 
of the intron 2-3 of the LEP gene and 
1,266 bp of the promoter region of 
the LEPR gene, allowed the 
identification of 68 and 24 
polymorphisms for LEP and LEPR 
genes, respectively. The nucleotidic 
and haplotypic variation was studied 
in both genes. Neighbour-joining 
trees and Median-joining networks 
were built for the 68 haplotypes 
identified in the LEP gene and the 16 
haplotypes detected in the LEPR, 
using the Phase2.1 and Network 
software. The results of both genes 
showed the known genetic 
divergence between European and 
Asiatic pig breeds. An extremely high 
variability of the LEP gene was 
detected in the different analyzed 
populations and allowed the 
confirmation of the existence of two 
domestication centers in Asia. In 
comparison to the LEP gene, the LEPR 
showed a lower variability, especially 
in the Iberian breed that showed no 
variability supporting a possible 
selection event of the LEPR gene in 
this breed related with its high 
appetite and leptin levels that should 
be further investigated. 
INTRODUCTION 
The variability of the pig genome 
has been shaped by diverse forces 
such as multiple domestication 
events, populations admixture, 
natural selection and selective 
breeding Since the beginning of the 
1990’s, molecular data have played 
an essential role for characterizing 
the genetic diversity of farm animals 
at level of population, breed and 
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species (Frankham et al. 2002). Most 
of the studies performed on pigs have 
been conducted using specific 
mitochondrial DNA (mtDNA) regions 
(Giuffra et al. 2000; Alves et al. 2003; 
Kim et al. 2005; Luetkemeier et al. 
2010) or microsatellites markers. 
(Laval et al. 2000; Martínez et al. 
2000; Lemus-Flores et al. 2001; 
SanCristobal et al. 2006; Thuy et al. 
2006; Sollero et al. 2009; 
Luetkemeier et al. 2010). Recently, a 
phylogenomic analysis of complete 
genome sequences of wild boars and 
Asiatic and Western domestic pigs 
substantiate the hypothesis that pigs 
were independently domesticated in 
Eurasia and East Asia and revealed 
Asian influence in most of the 
cosmopolitan European and 
American breeds (Groenen et al. 
2013). Even more, the new massive 
parallel sequencing technologies have 
allowed the identification of some 
candidate regions within the porcine 
genome that putatively have been 
under selection for diverse goals 
(Amaral et al. 2011; Wilkinson et al. 
2013). 
 Moreover, the analysis of the 
structural genetic variability in 
particular candidate genes for 
economically important traits can 
deepen the understanding of the 
genetic basis of such complex traits 
(D’Andrea et al. 2008; Yang et al. 
2012). Because modern selective 
breeding towards leaner pigs must 
have dramatically affected the 
regulation of biological pathways 
related to growth and body 
composition; it will be particularly 
interesting to know the selection 
footprint left on genes related to 
these traits (Ojeda et al. 2006). There 
have been previous studies aimed at 
analyzing the genetic diversity of 
singular genes associated to growth 
and fatness traits such as IGF2 (Ojeda 
et al. 2006), FABP4 (Ojeda et al. 
2008), SERPINA6 (Esteve et al. 2011), 
PPARD (Ren et al. 2011), FTO 
(Fontanesi and Russo 2012) and 
MUC4 (Yang et al. 2012). The 
objective of the present study was to 
analyze the haplotypic variability of 
two key genes implicated in growth 
and fatness regulation, the leptin 
(LEP) and its receptor (LEPR), in 
different pig populations. The leptin 
and its receptor are involved in the 
regulation of food intake and energy 
balance (Friedman 2002). These 
genes have been widely studied in 
pigs due to their relevance on 
important economic traits (Wylie 
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2011, Switonski et al. 2010). Our 
previous studies on an Iberian x 
Landrace experimental cross 
reported significant effects of SNPs 
located in both genes on pig 
productive traits (Ovilo et al. 2010; 
Pérez-Montarelo et al. 2012 and 
2013). The study of these genes 
results especially interesting in the 
Iberian breed, due to their particular 
obese phenotype and because they 
carry a fixed LEPRc1987T allele that 
reduces leptin signaling, enhances 
feed intake and increases fat content 
(Ovilo et al. 2010). The analysis of the 
LEP and LEPR gene sequences 
allowed the identification of their 
most polymorphic regions, which 
correspond to the promoter region of 
the LEPR gene (Pérez-Montarelo et al. 
2013) and the intron between exons 
two and three of the LEP gene (Pérez-
Montarelo et al. 2012). In the present 
study, the analyses of these LEP and 
LEPR polymorphic regions have been 
conducted in several pig populations 
from different origins to explore the 
haplotypic diversity and to obtain 
further insights into the breed-
specific role of both genes on the 
control of voluntary feed intake and 
related productive traits. 
 
MATERIAL AND METHODS 
Pig breeds and specimens 
A total of 46 animals were 
included in the analyses (Table 1). It 
comprises 28 domestic pigs from nine 
different Western breeds including 
12 Iberian pigs from different 
varieties and strains representative of 
the breed (Torbiscal, Entrepelado, 
Retinto and Black Hairless) and 18 
other European pig breeds: American 
Duroc (n=6), ancient Duroc Jersey 
(n=2), European Landrace (n=2), 
Large White (n=2), ancient Large 
White (n=2) preserved in Spain from 
1931, Pietrain (n=2), and the 
endangered breeds UK Large Black 
(n=1) and French Noir de Bigorre 
(n=1). Besides, nine European wild 
boars from different Spanish regions 
were also included in the analyses. In 
addition, two Chinese Meishan 
domestic pigs, three Vietnamese pigs 
and two pigs of a commercial cross 
(Youli) between Landrace and a 
synthetic Chinese-European line were 
also included in the analyses. 
DNA extraction and sequencing 
Genomic DNA from all animals was 
extracted from blood samples with a 
standard phenol: chloroform protocol 
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(Sambrook et al. 1989), and used for 
sequencing and polymorphisms 
identification. Four primer pairs were 
designed according to the reference 
sequence GenBank: AJ865080.1 of the 
porcine LEP gene to amplify 2,520 bp 
of the intronic region between exons 
two and three (Supplementary table 
1). The LEPR promoter region 
sequencing was defined in 
accordance with the pig LEPR gene 
structure described by Lee et al. 
(2008). According to the available 
LEPR gene sequence (GenBank: 
FN677933.1), three primer pairs 
(Supplementary table 1) were 
designed to amplify 1,266 bp, in three 
overlapped fragments.   
PCRs were carried out in a 25µl 
final volume containing 100ng of 
DNA, 1 unit of polymerase (Biotools) 
or HotStart polymerase (Quiagen), 
specific buffer, 2mM of dNTPs and 0.5 
µM of each primer. The specific 
annealing temperature of each 
primer pair is shown in 
Supplementary table 1. The PCR 
reactions were carried out in a 
GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystems, Warrington, UK). The 
PCR products were purified with the 
GFXTM PCR DNA purification kit (GE 
Healthcare, UK) according to the 
manufacturers’ protocol. All products 
were sequenced using the 3100 
BigDye® Terminator v3.1 Matrix 
Standard in a 3730 DNA Analyzer 
(Applied Biosystems Warrington, 
UK). The obtained sequences were 
edited and aligned using the EditSeq 
and MegAlign packages of the 
WinStar software for the 
identification of polymorphisms.  
Data analysis 
Sequence overhangs were 
trimmed resulting in a total of 2,480 
bp aligned region for the LEP gene 
and 1,200 bp for the LEPR. The 
different haplotypes of both genes 
were independently constructed with 
Phase v2.1.1 (Li and Stephens 2003) 
using default options. 
Multiple alignments of all 
sequences per gene was performed 
with the Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis version 5.05 
(MEGA5) software (Edgar 2004; 
Tamura et al. 2011) and haplotypic 
dendrograms were inferred using the 
Neighbour-Joining model using the 
pair-wise distances (p-distance). To 
assess the robustness of the 
dendrogram topology, bootstrap 
resampling was carried out with 
1000 replicates. Between and within 
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haplotypes groups and net p-
distances were calculated using the 
MEGA5 software. The nucleotide 
variability of each one of the groups 
of pig populations was estimated 
calculating the number (S) and the 
proportion (Ps) of segregating sites 
and the nucleotide diversity index 
(π). The haplotipic variation was also 
analyzed by the number of 
haplotypes (h) and the allelic richness 
(ph) or expected number of 
haplotypes calculated using the 
rarefaction method described by El 
Mousadik and Petit (1995). The 
visualization of the pair-wise distance 
values calculated with MEGA5 
between each pair of haplotypes as a 
heatmap was performed with the 
Multiple Experiment Viewer (MeV) 
software of the TM4 Microarray 
Software Suite (Saceed et al. 2006) 
for genomic data exploration. In 
addition, the Median Joining network-
building option of the Network 
v4.6.1.1 software (Bandelt et al. 
1999) was used using the default 
settings to construct phylogenetic 
networks of the identified haplotypes. 
This software uses the number of 
nucleotide substitutions as a measure 
of the distance between the 
haplotypes to build the network. The 
MP option (Polzin et al. 2003) was 
used to clean the network by 
eliminating unnecessary median 
vectors and links. 
LEPR gene expression conditional 
on promoter haplotype 
The expression level of the LEPR 
gene (long isoform, LEPRb) was 
analyzed in 30 pigs from an F1 
(Iberian x Landrace) x Landrace 
backcross using the protocol 
described by Óvilo et al. (2005). The 
LEPR promoter region was also 
sequenced in this 30 animals and 
their haplotypic genotypes were 
identified as mentioned before. The 
differential expression of this gene 
according to the haplotypes was 
investigated comparing the 
expression in those animals carrying 
haplotype LEPRH1 with the ones 
carrying other haplotypes. Expression 
was quantified using the method 
proposed by Steibel et al. (2009).  
RESULTS 
Nucleotidic variation 
The alignment of the sequences of 
the LEP gene intron 2-3 revealed a 
total of 68 polymorphisms in the 46 
sequenced pigs. Three of these 
polymorphisms correspond to indels 
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and the remaining 65 to SNPs (7 of 
which were singletons). The number 
and the proportion of segregating 
sites and the nucleotide diversity for 
the different groups of pig breeds or 
populations (Spanish wild boars, 
Iberian domestic breed, other 
European breeds and Asiatic breeds) 
are shown in Table 1.  The highest 
nucleotidic variation for this gene 
was detected in the Asiatic domestic 
breeds, with 55 segregating 
polymorphisms out of the 68 
detected, followed by the European 
domestic breeds (excluding the 
Iberian breed) that showed 
41segregating sites. Similarly, the 
highest nucleotide diversity index (π) 
was found in the Asiatic domestic 
breeds, with a value of 0.38, followed 
by the European domestic breeds 
(excluding the Iberian breed) with an 
index of 0.24. The Iberian pigs and 
the Spanish wild boars showed the 
lowest nucleotide diversity index, 
being very similar in both cases, 
around 0.19. Moreover, the 
nucleotidic variation of these two 
groups was also similar with 36 
segregating polymorphisms in 
Iberian pigs and 37 in Spanish wild 
boars. 
The alignment of the sequences of 
the promoter region of LEPR gene 
revealed 24 polymorphisms, two 
indels and 22 SNPs (0 singletons). 
The number and the proportion of 
segregating sites and the nucleotide 
diversity for the different groups of 
populations are shown in Table 1. 
The European domestic breeds 
(excluding the Iberian breed) showed 
the highest nucleotidic variation, with 
20 segregating polymorphisms out of 
the 24 detected, followed by wild 
boars that showed 18 segregating 
sites. Similar nucleotide diversity 
indexes, around 0.004, were found in 
the different populations, except in 
the Iberian breed. It is remarkable the 
fact that no nucleotidic variation was 
found in the promoter region of the 
LEPR gene in the analyzed Iberian 
pigs. 
Haplotypic diversity  
A total number of 68 segregating 
haplotypes were constructed for the 
LEP gene, most of them were found at 
low frequencies (ranging from 1/56 
to 6/56). Based on the 68 haplotypes 
identified for LEP gene, a dendrogram 
was constructed (Figure 1). Four 
major clades are distinguishable, 
named from A to D. The clades A and 
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B of the dendrogram comprise 
European pig breeds, including 
Iberian and wild boar haplotypes. The 
clades C and D contain the 12 
haplotypes of likely Asiatic origin, 
clade C is composed by the five 
haplotypes detected only in 
Vietnamese Asiatic pig breed (LEPH7, 
H23, H24, H42 and H43), and clade D 
contains the four haplotypes detected 
in the Meishan animals (LEPH32, 
H61, H63 and H64), one from Youli 
(LEPH62) and two haplotypes 
detected in Duroc pigs (LEPH65 and 
H66). The dendrogram also reflects 
the genetic distances between and 
within groups. The average within, 
between and net between groups 
genetic distances for the different 
groups (European 1 and 2, Chinese 
and Vietnamese) or clades  (A, B, C 
and D) are shown in Table 2a. It is 
remarkable that in all cases the 
average within-groups distances are 
smaller than the between groups 
distances. The Chinese clade (D) 
showed the highest within group 
distance and the Vietnamese (C) the 
lowest. The highest between group 
distances were found between 
Chinese and Vietnamese clades and 
the lowest between the two European 
clades (A and B). In agreement with 
this result, the heatmap obtained for 
this gene (Figure 2), indicating the 
distances between each pair of 
haplotypes, shows that the largest 
distances are those obtained between 
the haplotypes of the Asiatic 
subclusters (LEPH7, H23, H24, H32, 
H42, H43, H61, H62, H63, H64, H65, 
H66) and the rest, while the shortest 
distances are found among the four 
blocks of European haplotypes, three 
in subcluster A (one from LEP3 to 
LEP6, another from LEP15 to LEP22 
and the last one from LEP35 to 
LEP41) and one in subcluster B (from 
LEP48 to LEP60). The same four 
subclusters can be found in the MJ 
network of LEP haplotypes and they 
have been named in the same way 
(Figure 3). It is remarkable that the 
two subclusters from Asiatic origin (C 
and D) appeared completely 
separated in both extremes of the 
network. Regarding the European 
subclusters, the A subcluster contains 
a high representation of haplotypes 
from Iberian pigs and Spanish wild 
boars, although other European 
domestic breeds are also present. 
Conversely, subcluster B is mainly 
formed by other European domestic 
pig breeds excluding Iberian, even 
though some Iberian and Spanish 
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wild boars are present also in this 
subcluster. Moreover, some of the 
European haplotypes are shared 
between Iberian pigs and wild boars 
(LEPH16 and LEPH34), between 
Iberian pigs and other European 
domestic breeds (LEPH5 and 
LEPH51) and between wild boars and 
the European domestic breeds, 
excluding Iberian (LEPH52 and 
LEPH60). It is also worth mentioning 
that the wild boar haplotype LEPH13 
is linked to European subcluster A 
but far away in the network.  
The haplotype number (h), the 
haplotypic richness (hr) and the 
number private haplotypes (ph) for 
the different populations are shown 
in Table 1. The highest number of 
haplotypes was found in the group of 
other European domestic breeds, 
excluding Iberian, and the lowest was 
detected in the Asiatic domestic 
breeds.  The haplotypic richness 
calculated using the correction by the 
number of haplotypes per population 
through rarefaction, values adjusted 
to the smallest group size, ten, 
allowed us to confirm a higher 
haplotypic variation in the other 
European domestic breed group, than 
in Asiatic domestic breed group. The 
Spanish wild boars have the same 
haplotypic variation than other 
European domestic breeds. In 
addition, the correction by 
rarefaction performed allowed us to 
determine that the haplotypic 
variation was higher in wild boars 
than in Iberian pigs. The results 
evidenced a high haplotypic variation 
in this gene, especially among 
European domestic breeds and wild 
boars, but even within the Iberian 
breed that showed a total of 18 
different haplotypes in the 12 
individuals sequenced.  
A total of 16 segregating 
haplotypes were reconstructed for 
the LEPR gene. Among the 16 
identified LEPR haplotypes, the 
LEPRH1 showed the highest 
frequency (equal to 51/92) while the 
others ranged from 1/92 to 8/92. The 
constructed dendrogram based on 
the 16 haplotypes identified for LEPR 
gene (Figure 4) shows two main 
clades. The upper major clade of the 
dendrogram comprises European pig 
breeds including Iberian and the 
European wild boars haplotypes 
(LEPRH1, H2, H3, H4, H5, H6, H11 and 
H13). The lower clade contains all the 
Asiatic pig breeds haplotypes 
(LEPRH7 and H16 detected in Chinese 
pigs and LEPRH8 identified in 
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Vietnamese pigs.) together with some 
haplotypes detected in European 
breeds (LEPRH8, H9, H10, H14, H15 
and H16 detected in Large Black, 
Large White, Youli, Landrace and 
Duroc breeds). Finally, while most of 
the wild boar haplotypes are in the 
European clade, there is one wild 
boar haplotype (LEPRH12) that 
appeared separated between the 
quoted clades. The average within, 
between and net between groups 
distances are shown in Table2b. The 
within-group genetic distance were 
similar for both European and Asiatic 
groups and lower than the between 
and net between group mean 
distances. The LEPR heatmap (Figure 
5) evidences that the longest 
distances are obtained within some of 
the European and Asiatic haplotypes 
(LEPRH11 and H13 and the rest of the 
European haplotypes, and LEPRH10 
and H14 and the rest of the Asian 
haplotypes). The MJ network 
constructed for the LEPR gene 
haplotypes (Figure 6) shows the same 
two subclusters, A subcluster with 
haplotypes detected in both Asiatic 
and European pig breeds and 
subcluster formed by haplotypes 
identified in both European pig 
breeds and wild boars. It could be 
seen that some haplotypes are shared 
between different origins, haplotypes 
LEPRH8 and LEPRH16 are present in 
both Asiatic and European pig breeds, 
and haplotypes LEPRH1 and LEPRH5 
are present in European pig breeds 
and in wild boars. It is noteworthy 
that all 12 Iberian pigs have the same 
LEPRH1 haplotype. In contrast, seven 
different haplotypes were identified 
in the nine wild boars from different 
origins in the Iberian Peninsula 
included in this analysis. As it is 
shown in the network, five of these 
seven haplotypes were specifically 
identified in wild boars (LEPRH12, 
LEPRH3, LEPRH2, LEPRH11 and 
LEPRH6) and the remaining two are 
shared with European pig breeds 
(LEPRH1 and LEPRH5). They all 
cluster around the European pig 
breeds except haplotype LEPRH12.  
The haplotypes number (h), the 
haplotypic richness (hr) and the 
number private haplotypes (ph) for 
the different populations are shown 
in Table 1. Even though the observed 
number of haplotypes indicates that 
the highest haplotypic variation is 
found in the other European breed 
group, excluding Iberian, the 
correction by rarefaction performed 
taking into account the different 
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sample size of the populations, 
allowed to determine that the highest 
haplotipic variation is indeed found in 
wild boars. In agreement with the 
nucleotidic variation found for this 
gene in the Iberian population, all the 
Iberian samples analyzed shared the 
same LEPRH1 haplotype, having no 
haplotypic variation and zero private 
haplotypes. 
The analysis of the promoter 
region sequence in 30 animals of the 
Iberian x Landrace backcross allowed 
us to identify the LEPRH1 haplotype 
in 42 out of the 60 sequences 
available from the 30 animals and 18 
carriers of four other haplotypes, 
which were not identified in the 
previous analysis. The comparison of 
the LEPRH1 carriers gene expression 
levels versus the remaining ones did 
not reveal significant results (P-value 
=0.39).  
 
DISCUSSION 
The most polymorphic regions of 
the LEP and LEPR genes have been 
sequenced in a variety of pig breeds 
and wild boars, from Western and 
Asiatic origins, in order to analyze 
their nucleotidic and haplotypic 
diversity. These genes are involved in 
growth, fatness and energy balance 
regulation and have a relevant impact 
on pig productive traits. The interest 
of analyzing LEP gene comes from its 
highly polymorphic nature, 
previously reported by D’Andrea et 
al. (2008), who considered the LEP 
gene a hot spot with an extensive 
amount of polymorphisms. The 
results obtained here from the 
sequence variability analysis of the 
LEP intronic region are in agreement 
with those obtained from specific 
polymorphic regions in the mtDNA, 
evidencing once more the genetic 
differences between Asiatic and 
European haplotypes. Previous 
studies indicated multiple 
independent domestications of the 
pig mainly in Asia and Europe 
(Larson et al. 2005 and 2007) and 
dated from roughly three hundred 
years ago the moment when Chinese 
pigs came to Europe gathering two 
suid lines divided for more than nine 
thousand years (White 2011). These 
millennia of diverging genetic, 
cultural and evolutionary pressures 
created remarkably different 
phenotypes of both pig origins. 
 Moreover, as previously reported 
by Wu et al. (2007), our LEP gene 
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result supports the hypothesis of the 
existence of two different 
domestication events in two Asia 
regions, one domestication centre 
would be the Mekong region and the 
other one would be the downstream 
region of the Yangtze River. In fact, 
our net between groups mean 
distance pointed out that the distance 
between Meishan and European 
(0.27±0.04) and between Vietnamese 
and European (0.36±0.05) are 
smaller than the one obtained 
between both Asiatic breeds 
(0.45±0.05). According to this 
hypothesis, the Meishan pigs 
analyzed in the present study could 
likely be derived from the Mekong 
region and the Vietnamese pigs from 
the downstream region of the 
Yangtze River. It has also been 
previously reported the real shift in 
the pig populations occurred at the 
end of the eighteen century when 
Chinese breeds arrived to Britain 
playing a key role in the 
transformation of the English breeds 
producing improved crossbreeds 
combining the larger size of the 
European pigs with the fatter body 
and faster early growth of the Asiatic 
(White 2011). The clustering 
observed in the different analyses of 
the present study is supported by the 
documented history of “old” breeds. 
Here, the European and Asiatic 
breeds appeared as different clades in 
the dendrogram and as separated 
clusters in the built networks, 
however some European haplotypes 
(LEPH62, H65 and H66) from Duroc 
and Youli animals are included in the 
Chinese cluster giving further 
evidence of the known introgression 
of Chinese genomes in the European 
breeds during the XVIII and XIX 
centuries (Porter 1993; White 2011). 
The dendrograms showed a typical 
clustering of the commercial lines 
around their respective breeds of 
reference (Ollivier et al. 2009). For 
example, the haplotypes of Youli pigs 
(LEPH31, H54 and H62) clustered 
both with European (LEPH31 and 
H54) and Asiatic (LEPH62) pig 
breeds, because they come from a 
cross between Landrace boars and 
hyperprolific sows of a synthetic line 
generated from Chinese and 
European breeds. It is remarkable the 
fact that the same pattern showed 
previously with mtDNA and 
microsatellites markers distributed 
along the whole genome or even with 
complete genome sequences, is 
obtained here with the information of 
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a relatively small gene region. One 
interesting result is the identification 
of two European subclusters in MJ 
network of LEP haplotypes, one 
containing a high representation of 
haplotypes from Iberian pigs and 
Spanish wild boars but also other 
European domestic breeds and the 
other one mainly containing other 
European domestic pig breeds but 
also some Iberian and Spanish wild 
boars. This subdivision in the 
European pig breeds (Iberian, wild 
boars and other European breeds) 
has not been identified in previous 
studies and could have several 
explanations, as sampling bias or 
recombination events across 
haplotypes, which should be further 
investigated. In wild boars 17 
different LEP haplotypes were 
detected in the nine animals 
sequenced, 13 of them were 
specifically detected in wild boars 
(LEPH1, H4, H13, H18, H19, H20, H21, 
H28, H29, H39, H40, H41 and H59), 
two were shared with Iberian pigs 
(LEPH16 and H34) and the remaining 
two were shared with European pig 
breeds (LEPH52 and H60). However, 
these observations do not agree with 
previous studies that reported very 
low nucleotide diversity in European 
wild boar compared to domestic 
breeds for the FABP4 gene (Ojeda et 
al. 2006) and mtDNA (Larson et al. 
2005; Fang and Andersson 2006). It is 
also worthy mention the high 
haplotype diversity detected in the 
Iberian breed, in which a total of 18 
haplotypes were identified in only 12 
animals. Besides, the network and the 
heatmap constructed reinforce the 
high haplotype diversity of this gene. 
The interest of analyzing the LEPR 
gene is not only its variability, but 
also the previous results obtained for 
the LEPRc.1987C>T effect on growth 
and fatness Óvilo et al., 2005; Muñoz 
et al., 2009; Muñoz et al., 2010; 
Uemoto et al., 2012; Galve et al., 
2012). The results obtained for this 
gene also support both the genetic 
differences between European and 
Asiatic breeds and the gene 
introgression of Asian into the 
Europeans. The fact that the Large 
Black sample shares haplotypes with 
Vietnamese pigs (LEPRH8) is in 
agreement with the previously 
reported introgression of Asian origin 
into the Large Black population 
shown in the MC1R gene (Kijas et al. 
1998). Again, the wild boars from 
different origins of the Iberian 
Peninsula included in this study 
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revealed the highest LEPR haplotypic 
diversity. A total of seven LEPR 
different haplotypes were identified 
in the nine wild boars. Moreover, 
while most wild boar haplotypes 
clustered with the European pig 
breeds haplotypes, as expected, there 
is one haplotype (LEPRH12) that 
clustered separated from them as a 
different clade. The distances 
between LEPRH12 haplotype and the 
haplotypes contained in European 
and Asiatic clades of the dendrogram 
are 0.309±0.077 and 0.259±0.075, 
respectively. The identification of 
particular wild boar haplotypes has 
been reported in a previous study 
(Giufrra et al. 2000), where wild 
boars from Italy clustered also as a 
separate clade in the dendrogram. 
Moreover, in our results, five of the 
seven haplotypes were specifically 
detected in the wild boars (LEPRH2, 
H3, H6, H11 and H12), and only two 
were shared with European pig 
breeds (LEPRH1 and H5).  
It is remarkable the null LEPR 
variability observed in the Iberian 
breed, in which only one haplotype 
(LEPRH1) has been identified. This 
low haplotipic variability of the LEPR 
gene (1/16 haplotypes) contrasts 
with the results obtained for the LEP 
gene (17/68 haplotypes) and with 
previous studies that reported a high 
genetic variability of the Iberian 
breed in the FABP4 (Ojeda et al. 
2006) and IGF2 genes (Ojeda et al. 
2008) and using mtDNA (Alves et al. 
2003) or microsatellites markers 
(Fabuel et al. 2004; Rodrigañez et al. 
2008; Gama et al. 2013). A plausible 
explanation for the low genetic 
diversity of the LEPR gene in Iberian 
pigs could be that it would have 
undergone whether natural or 
artificial selection due to its impact. 
Following this idea, some mutations 
would have been favored over others 
reducing the variability and the 
classical hitchhiking genetic effect 
predicts that a selective sweep will 
reduce genetic variability around the 
selected target (Ojeda et al. 2008). 
Here, it should be noticed the specific 
phenotype of the Iberian breed for 
growth and fatness to properly 
evaluate the results. Iberian pigs 
present an extremely fat phenotype, 
high levels of voluntary feed intake, 
high serum levels of circulating leptin 
and high lipogenic potential. All these 
characteristics fit with a leptin 
resistance pattern in which leptin 
levels fail to reduce voluntary feed 
intake and obesity (Fernández-
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Figares et al. 2007; Ovilo et al. 2010). 
In this sense, polymorphisms in the 
LEPR gene that would reduce its 
expression or its ability to transmit 
leptin signal could be responsible of 
the phenotype. Previous studies of a 
putative causative mutation of this 
gene LEPRc.1987C>T in Iberian 
crosses support this idea (Ovilo et al. 
2010). Iberian pigs have fixed the 
LEPRc.1987T allele, associated to a 
low LEPR mRNA expression, and 
probably leading to a reduction in 
leptin signaling that is translated in 
higher feed intake and fatness (Ovilo 
et al. 2010). In order to evaluate the 
potential effect of the LEPRH1 
promoter haplotype, also fixed in 
Iberian, on its gene expression, an 
additional analysis was conducted in 
an Iberian x Landrace backcross. 
However, the results did not revealed 
changes in gene expression 
conditional on promoter haplotypes.  
The results of the present study 
evidence the high variability of the 
LEP gene in the different analyzed 
populations verify the genetic 
divergence between Asiatic and 
Western pig breeds, and confirm the 
existence of two domestication 
centers in Asia (Central China and 
Southeast Asia). In contrast, the 
obtained results prove the low 
genetic variability of the LEPR gene 
within and between populations. 
Even more, the Iberian pigs showed 
no variability in this gene, contrasting 
with its high phenotypic, productive 
and genetic variation identified in 
previous studies (Alves et al. 2003; 
Fabuel et al. 2004; Ojeda et al. 2006; 
Ojeda et al. 2008; Rodrigañez et al. 
2008; Gama et al., 2013). This result 
supports a possible selection event of 
the LEPR gene in this breed 
potentially related with its high 
appetite, fatness and leptin levels and 
to the special characteristics of its 
traditional production system in La 
Dehesa, with a strong seasonal 
variation of the resources (López-
Bote, 1998).  
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TABLES  
Table 1. Animal material used in the present study, number of pigs (N) number 
(S) and proportion (Ps) of segregating sites, nucleotide diversity index (π), number 
of haplotypes (h) and private haplotypes (ph) and allelic richness (hr) of each 
group. 
 
Population  Nucleotide variation Haplotypic variation 
 2N  S PS π H Hr ph 
LEP gene 
Spanish Wild Boar 18 37 0.552 0.197 (±) 17 9.7 13 
Iberian Breed 24 36 0.529 0.197 (±) 18 8.8 14 
Other European Breeds 40 41 0.612 0.237(±) 30 9.7 26 
Asian Domestic Breeds 10 55 0.821 0.380 (±) 9 9 9 
TOTAL 92 68   68 37.2  
LEPR gene 
Spanish Wild Boar 18 18 0.0150 0.0044(±0.0009) 7 5.6 5 
Iberian Breed 24 0 0 0 1 1 0 
Other European Breeds 40 20 0.0166 0.0050(±0.0010)  10 4.7 6 
Asian Domestic Breeds 10 10 0.0083 0.0038(±0.0012) 3 3 1 
TOTAL 92 24 0.0039 0.004(±0.0010) 16 14.3  
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Table 2. Mean genetic distances between the clusters detected in the LEP (a) 
and LEPR (b) genes analyses. The values in the diagonal, highlighted in grey color, 
show the average within-groups genetic distance, the values below the diagonal 
the net between groups genetic distance and the values above the diagonal the 
between groups genetic distances. 
a) 
 European (A) European (B) Vietnamese (C) Chinese (D) 
European (A) 0.13(±0.02) 0.36(±0.05) 0.40(±0.05) 0.48(±0.04) 
European (B) 0.25(±0.04) 0.09(±0.01) 0.39(±0.05) 0.47(±0.04) 
Vietnamese (C) 0.29(±0.05) 0.30(±0.05) 0.09(±0.02) 0.54(±0.04) 
Chinese (D) 0.29(±0.04) 0.30(±0.05) 0.38(±0.05) 0.24(±0.03) 
 
b) 
 European Asiatic 
European 0.22(±0.04) 0.49(±0.06) 
Asiatic 0.26(±0.07) 0.22(±0.05) 
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Figure 1. Neighbour-joining dendrogram of the 28 animals included in the LEP 
analyses using the p-distance computed using the detected haplotypes. 
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Figure 2. Heatmap of the pair-wise genetic distances between LEP haplotypes. 
Shade scale is shown below the heatmap; darker color indicates smaller distances. 
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Figure 3. Median-joining network obtained with the 40 haplotypes of LEP gene. 
The area of the circles is proportional to the haplotypes frequency. In the network, 
Asiatic haplotypes are represented in pink, European wild boars haplotypes in 
green, European domestic pig haplotypes in blue and Iberian haplotypes in orange.  
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Figure 4. Neighbour-joining dendrogram using the p-distance computed using 
the LEPR gene haplotypes of the 46 analyzed animals. 
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Figure 5. Heatmap of the pair-wise genetic distances between LEPR haplotypes. 
Shade scale is shown below the heatmap; darker color indicates smaller distances. 
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Figure 6. Median-joining network obtained with the 16 haplotypes of LEPR 
gene. The area of the circles is proportional to the haplotypes frequency. In the 
network, Asiatic haplotypes are represented in pink, European wild boars 
haplotypes in green, European domestic pig haplotypes in blue and Iberian 
haplotypes in orange.  
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En los últimos años se ha producido un gran avance en lo que a técnicas de 
análisis genómico se refiere. Existe una gran diferencia entre los primeros estudios 
de detección de QTLs llevados a cabo con un número reducido de microsatélites y 
la información generada por miles de SNPs contenidos en los chips de genotipado 
masivo que se utilizan actualmente, que permite refinar mucho más los intervalos 
de confianza de los QTLs identificados, facilitando la selección de genes candidato 
posicionales, así como identificar nuevos QTLs en regiones no cubiertas 
anteriormente por marcadores informativos. Igualmente, los estudios de expresión 
génica han sido objeto de muy importantes mejoras que permiten pasar del 
estudio individual de cada gen al análisis global del transcriptoma, primero 
centrándose solo en regiones del genoma conocidas, en el caso de los microarrays 
y después analizando todas las regiones del genoma expresadas mediante la 
tecnología de RNA-seq.  
El objetivo de la presente tesis doctoral ha sido caracterizar la base genética del 
crecimiento y la deposición grasa en el cerdo, utilizando tanto técnicas de 
vanguardia de análisis masivo y global del genoma, como estrategias más 
tradicionales en los casos que así lo han requerido. A través de las distintas 
aproximaciones utilizadas se han obtenido resultados relevantes sobre genes y 
polimorfismos concretos relacionados con estos caracteres. 
 El estudio clásico de detección de QTLs utilizando información de genotipado 
masivo de SNPs ha permitido, en primer lugar, confirmar dos de los QTLs 
previamente identificados en la población IBMAP (localizados en SSC4 y SSC6) con 
intervalos de confianza que se han reducido de 12 y 18 cM a solo 7 y 2 cM 
respectivamente, y en segundo lugar, identificar nuevas regiones del genoma 
asociadas con caracteres de crecimiento como el peso de la canal y el peso a 150 
días, y de deposición grasa como el espesor de tocino y el contenido de grasa 
intramuscular. Se ha utilizado una estrategia muy conservadora a la hora de 
seleccionar los SNPs a utilizar en el análisis de ligamiento, seleccionando sólo 
8.417 SNPs de los más de 60.000 contenidos en el chip. Se han aplicado criterios 
estrictos de calidad y se ha tenido en cuenta la posición e informatividad de los 
marcadores utilizados según el estudio de mapeo de ligamiento realizado en este 
mismo material por Muñoz et al., 2011. Estos análisis, que se realizaron utilizando l 
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conjuntamente las generaciones F3 y los dos retrocruces de la población IBMAP o 
separándola de acuerdo a la generación machos utilizados para su obtención 
(individuos F2 en el caso de las generaciones F3 y uno de los retrocruces e 
individuos F1 en el caso del segundo retrocruce), mostraron las diferencias entre 
los genotipos para los QTL esperados y el muestreo aleatorio de los alelos de los 
QTLs en los individuos F1 y F2. Varios de los QTLs identificados, como el del 
cromosoma 11 para espesor de tocino dorsal a 75kg, pudieron ser detectados en el 
conjunto de la población, mientras que otros fueron únicamente detectados en uno 
de los dos grupos de animales. En total se han detectado nueve QTLs nuevos 
asociados a los caracteres de interés en los cromosomas SSC 1, 2, 5, 9, 11, 13, 14 y 
17, con intervalos de confianza casi siempre inferiores a 5cM. La reducción de 
tamaño de las regiones identificadas facilitó la identificación de posibles  genes 
candidatos posicionales que además son candidatos funcionales. Mediante esta 
estrategia se han identificado varios nuevos genes candidatos que sería interesante 
estudiar en mayor profundidad por su relación con los caracteres de interés. Así se 
han propuesto los siguientes genes candidatos: PTPRD, VCAM1, AGL, ADIPOR2, 
VDR, MYOG, FASLG, NCK1, CYP2E1 e ID1. 
El estudio del transcriptoma completo mediante RNAseq ha permitido la 
identificación de otros genes relacionados con crecimiento y deposición grasa 
usando una estrategia totalmente diferente, complementando así la identificación 
de genes potencialmente asociados a este tipo de caracteres que no han sido 
identificados en la anterior aproximación. Se ha llevado a cabo por primera vez el 
estudio del transcriptoma completo mediante RNA-seq del hipotálamo porcino, 
evidenciando la mayor complejidad del transcriptoma hipotalámico en 
comparación con otros tejidos y la gran relevancia de este tejido en la regulación 
de los caracteres de interés. Además este estudio ha puesto de manifiesto, una vez 
más, la necesidad de continuar los esfuerzos para mejorar la anotación del genoma 
porcino disponible en la actualidad, ya que siguen existiendo un gran número de 
regiones no anotadas y errores en la anotación como muestran el elevado número 
de tránscritos identificados como intergénicos o que mapean en regiones 
teóricamente intrónicas. El estudio de expresión diferencial ha permitido 
identificar tanto genes anotados como nuevas isoformas diferencialmente 
expresados entre los animales divergentes para los caracteres de interés, que han 
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sido validados con otras tecnologías, considerando como genes candidatos más 
potentes aquellos que se localizan dentro de las regiones QTL identificadas en el 
estudio anterior. Estos genes resultan más interesantes debido a que, además de 
localizarse en las regiones QTL y estar diferencialmente expresados en los grupos 
de cerdos divergentes para estos caracteres, tienen funciones asociadas a los 
caracteres de interés o se trata de potenciales reguladores de redes o rutas 
involucradas en estos caracteres. De la lista de genes e isoformas diferencialmente 
expresadas identificados mediante esta estrategia cabe resaltar los genes EGR-1 e 
IRF1, por ser tanto candidatos posicionales, localizados en el QTL SSC2, como 
funcionales. El gen IRF1 codifica un factor de transcripción involucrado en la 
regulación de la hormona de crecimiento (Hu et al. 2012). El EGR-1 codifica así 
mismo un factor de trancripción que juega un importante papel en la regulación de 
la ingesta de alimentos y de la duración y cantidad de la ingesta (de Lartigue et al. 
2010).  Junto con ellos, aunque no aparezca diferencialmente expresado en este 
estudio, cabe destacar también el gen NR3C1, ya que se trata de un factor de 
transcripción que regula la expresión de 5 genes identificados como 
diferencialmente expresados en el análisis. Este gene mapea en el intervalo de 
confianza del mismo QTL SSC2 y codifica para el receptor de glucocorticoides, 
asociado previamente con la obesidad y desórdenes alimentarios en humanos 
(Cellini et al. 2010). En base a los resultados obtenidos, estos tres factores de 
transcripción parecen ser importantes reguladores de genes relacionados con el 
crecimiento y la deposición grasa y resultan interesantes candidatos para futuros 
estudios. Ambos trabajos nos han brindado la oportunidad de, analizando la 
información global, centrar el estudio en una serie de regiones genómicas y genes 
que resulten relevantes. 
 Sin embargo, en este punto y al menos por el momento,  es necesario dejar de 
lado los análisis masivos y centrarse en genes concretos para analizarlos más en 
profundidad y confirmar el posible efecto de los mismos sobre los caracteres de 
interés.  
A pesar de la gran cantidad de información generada  mediante estas técnicas de 
análisis masivo, éstas también presentan algunas desventajas. Los posibles errores 
en el mapeo de genes con secuencias similares pueden generar resultados 
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incorrectos. Además, la necesidad de normalizar los datos y corregirlos, aunque sin 
duda se ha reducido mucho respecto a la tecnología de los microarrays de 
expresión, sigue existiendo y también puede producir sesgos en los resultados 
(McGettigan 2013). Otra de las desventajas que presentan en la actualidad estos 
análisis en porcino es que los errores antes mencionados en la anotación del 
genoma pueden llevar a errores en la interpretación de los resultados, además de 
que se pueda estar perdiendo mucha información en las regiones que no están 
adecuadamente anotadas. Un claro ejemplo de una región en la cual no se ha 
podido llevar a cabo un estudio mediante técnicas de análisis masivo sería el QTL 
identificado en  el SSC6 y el estudio del gen LEPR como gen candidato a portar la 
mutación causal, que al no estar correctamente anotado en el genoma porcino no 
se puede estudiar mediante técnicas masivas y es necesario analizarlo de forma 
particular. 
Debido al gran impacto tanto de la LEP como de su receptor (LEPR) en la 
señalización hipotalámica y los resultados previos de la mutación LEPRc.1987C>T, 
ambos genes han sido estudiados en profundidad usando diversas estrategias de 
análisis tanto estructurales como de expresión génica.  La región codificante del 
gen LEP  y  parte de las regiones adyacentes han sido secuenciadas en los animales 
de la población IBMAP. Los resultados de asociación más relevantes se han 
obtenido con el polimorfismo  LEPg.1387C>T que ha mostrado asociación  
significativa con caracteres de crecimiento, deposición grasa, conformación y 
composición de ácidos grasos, demostrando la relevancia de este gen sobre los 
caracteres de interés. Además, se han confirmado los efectos detectados 
anteriormente del polimorfismo LEPRc.1987C>T y se han identificado por primera 
vez en este material efectos de este SNP sobre la composición de ácidos grasos en 
grasa subcutánea.  En ambos SNPs el alelo T parece aumentar el apetito y la 
deposición grasa, aumentando con ello también el contenido de ácidos grasos 
saturados y reduciendo los ácidos grasos mono y poliinsaturados.  
Adicionalmente, se ha llevado a cabo un análisis de la diversidad nucleotídica y 
haplotípica de las regiones más polimórficas de los dos genes en varias razas 
porcinas, representativas de poblaciones europeas, asiáticas y jabalí. Se ha 
detectado una gran variabilidad haplotípica en la región analizada del gen LEP en 
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todas las poblaciones analizadas, incluyendo el cerdo Ibérico donde se han 
detectado 18 haplotipos distintos en los 12 individuos analizados. Estos datos nos 
han permitido  confirmar la divergencia entre las poblaciones asiáticas y europeas 
así como, corroborar la localización de dos núcleos de domesticación en Asia, 
sugiriendo además cierta subdivisión en los genomas de origen europeo no 
detectada en estudios previos, aunque este resultado requiere análisis 
complementarios ya que podría deberse a la existencia de haplotipos 
recombinantes o a un efecto del muestreo. Por el contrario, los resultados 
obtenidos del análisis de la variabilidad nucleotídica y haplotipica de la región 
promotora del gen LEPR han mostrado una menor variabilidad de este gen en las 
poblaciones analizadas, especialmente en el caso de la raza Ibérica donde no se ha 
detectado ninguna variación pese al muestreo de individuos de las distintas 
variedades morfológicas de esta raza. En contraste con la alta variabilidad 
identificada en esta raza a nivel genómico en trabajos previos como de fenotipo en 
estudios previos, en este caso sólo se detecta un haplotipo en el gen LEPR en cerdo 
ibérico, lo que podría indicar un posible efecto de selección de este gen 
probablemente asociado a la singularidad del entorno ambiental (las dehesas del 
suroeste de la península Ibérica) en que tuvo lugar la conformación de esta raza, 
con una fuerte variación estacional de los recursos pastables (bellota y hierba) 
disponibles. 
A pesar de la relevancia funcional de los genes LEP y LEPR, no se conocen 
totalmente sus patrones de expresión en ninguna especie. En el caso de la leptina 
sólo se ha identificado una isoforma en la mayoría de los mamíferos y, aunque se 
sabe que su expresión se da fundamentalmente en el tejido adiposo, se ha 
detectado expresión de este gen en otros tejidos sugiriendo la posibilidad de que 
lleve a cabo funciones periféricas no descritas (Margetic et al. 2002). Al menos se 
han descrito seis isoformas del gen LEPR en mamíferos (Figura 11), siendo la 
isoforma más larga (LEPRb) la que desarrolla la función de señalización 
hipotalámica descrita. Sin embargo, los patrones de expresión del resto de 
isoformas de este gen y su función no han sido descritos en ninguna especie hasta 
el momento.  
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Figura 11. Isoformas del gen LEPR identificadas en humano y ratón  
(Ceddia 2005). 
 
En la presente tesis doctoral, se ha identificado una isoforma corta del gen LEPR 
que no había sido previamente descrita en cerdo, y que es homóloga a la isoforma 
humana LEPRa. En humanos se ha detectado expresión de esta isoforma corta en la 
mayoría de los tejidos y aunque su función se desconoce, se ha sugerido que pueda 
estar relacionada con el transporte de la leptina  a través del torrente sanguíneo o 
en su degradación. Los resultados del estudio de los patrones de expresión del gen 
LEP y de las dos isoformas identificadas del LEPR identificadas en porcino, LEPRb y 
LEPRa, indican que ambos genes presentan acciones periféricas, además de su 
conocida función en la ruta de señalización hipotalámica, y pueden estar 
involucradas en el metabolismo hepático. Además parecen sugerir que las 
diferentes isoformas del LEPR están implicadas en diferentes rutas biológicas ya 
que presentan distinto patrón de expresión y posiblemente distinta regulación 
transcripcional. El análisis de la región promotora del gen LEPR ha permitido 
identificar polimorfismos candidatos a regular los niveles de expresión de estos 
isoformas de manera tejido dependiente. Varios de los SNPs del promotor del LEPR 
han mostrado asociación con los niveles de expresión de algunas de las isoformas 
del LEPR en tejidos concretos, siendo la asociación más relevante aquella detectada 
en hígado para el polimorfismo LEPRg.35856G>A con la isoforma corta (LEPRa), 
polimorfismo localizado en una potencial diana del factor de transcripción CREB, 
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asociado con la regulación de genes implicados en la regulación del apetito (Yadav 
et  al. 2011). 
Analizando los resultados obtenidos de forma global se puede decir que las 
diversas aproximaciones utilizadas en la presente tesis han permitido la 
identificación de genes y rutas génicas que parecen desarrollar importantes 
funciones en el crecimiento y la deposición grasa en porcino. De hecho, el análisis 
de interacción in silico (herramientas String y GeneMania) con los 34 genes más 
relevantes extraídos de los distintos trabajos presentados (los diez genes 
candidatos identificados en la detección de QTLs, los 22 genes destacados en el 
análisis del transcriptoma hipotalámico, y los genes LEP y LEPR) permite visualizar 
relaciones e interacciones, conocidas o predichas, entre 15 de ellos (Figura 12).  
 
Figura 12. Red génica construida mediante el análisis de las interacciones entre 
las proteínas codificadas por los genes destacados en la presente tesis doctoral y 
potencialmente involucrados en crecimiento y deposición grasa en porcino (String 
y GeneMania).  
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La red obtenida pone de manifiesto una relación de la adiponectina ADIPOR2, 
identificado en el estudio de detección de QTLs como potencial candidato del QTL 
del cromosoma 5, tanto con la leptina como con su receptor sugiriendo una posible 
implicación de este gen en el eje LEP-LEPR. En la red queda patente además la 
interacción del producto del gen EGR-1 con la leptina como se había mencionado 
anteriormente (de Lartigue et al. 2010). Sería interesante además analizar el 
posible papel del factor de transcripción NR3C1 sobre el eje LEP-LEPR, dada la 
asociación de este gen con la obesidad y desórdenes alimentarios en humanos 
(Cellini et al. 2010) y su aparente asociación en la red generada. Cabe destacar de 
nuevo la localización central y el número de interacciones de las proteínas 
codificadas por los genes EGR-1 e IRF1, conforme a la hipótesis de que se trate de 
importantes reguladores transcripcionales del control del crecimiento y la 
deposición grasa. Los productos de los genes BTG2 y JUNB aparecen relacionados 
con el factor de transcripción EGR-1. Como se había sugerido ya en el análisis de 
RNA-seq, este factor podría considerarse regulador de ambos genes, por lo que 
todos los resultados parecen ratificar también el relevante papel de este trío de 
genes en los caracteres de interés. Desataca también en la red el triángulo formado 
por los factores de transcripción PBX1, NR3C1 y POU2F1 cuyo potencial papel 
regulador sobre los caracteres de interés también ha sido discutido anteriormente 
en el análisis de RNA-seq y que aparecen también conectados a los productos de 
otros genes relevantes. La relación de los productos  de los genes CD44, 
recientemente asociado a la obesidad y la resistencia a insulina (Kang et al. 2013), 
y VCAM1, que contiene un SNP asociado al espesor del tocino dorsal en un trabajo 
previo (Fontanesi et al. 2012) y localizado dentro del QTL SSC4, con los productos 
génicos de EGR-1 e IRF1, asevera la implicación de estos dos genes (CD44 y VCAM1) 
en rutas de interés. Evidencias tanto experimentales como predictivas relacionan 
también al receptor de vitamina D (VDR), potencialmente asociado al peso corporal 
y al contenido graso (Grudberg et al. 2004) con el factor de transcripción EGR-1, 
que parece regular la ingesta de alimentos (de Lartigue et al. 2010), lo que resulta 
bastante congruente. Asimismo, los productos de los genes ALDH2, CYP2E1, FASLG 
y NCK1 también aparecen relacionados con otros genes de esta red, apoyando el 
posible papel de estos genes en el control del crecimiento y la deposición grasa.  
Discusión 
 
173 
 
Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral abren nuevas e 
interesantes vías de estudio del crecimiento y la deposición grasa, aunque no 
tienen aplicación directa en la industria porcina. La mayor parte de los análisis 
realizados han permitido detectar regiones del genoma, genes y polimorfismos 
interesantes, muchos de los cuales no han sido estudiados hasta la fecha en la 
especie porcina. Por tanto, un análisis más profundo de estos así como la 
validación en distintas poblaciones, permitirá identificar mutaciones causales o 
potentes marcadores con aplicación a la selección en poblaciones comerciales. En 
el caso del receptor de la leptina, la asociación del polimorfismo LEPRc.1987C>T 
con caracteres de crecimiento y deposición grasa ha sido nuevamente validada, y 
aunque no se tienen evidencias concluyentes de su causalidad, ya que se han 
identificado nuevos polimorfismos que también muestran efectos sobre la 
expresión del mismo y no se puede descartar la existencia de más de una mutación 
causal, los resultados apoyan el empleo de este polimorfismo como marcador útil 
en programas de selección. 
 
Perspectivas 
Las tecnologías de secuenciación masiva han transformado la investigación 
biológica en una disciplina muy rica en datos. Cada una de las tecnologías “ómicas” 
(genómica, epigenómica, transcriptómica, proteómica, metabolómica, etc.) pone 
una pieza más para ayudarnos a completar el conocimiento de los complejos 
fenómenos biológicos. En el futuro próximo, dado el rápido avance de las 
tecnologías de análisis masivo y el abaratamiento de sus costes será posible 
plantear proyectos con un mayor número de muestras que los que se utilizan 
normalmente en la actualidad, lo que ampliará la potencia de los estudios 
realizados. Los continuos esfuerzos por mejorar la anotación de los genomas harán 
posible llevar a cabo estudios aún más completos con un mayor conocimiento de 
las distintas regiones del genoma. Además, la reducción en la cantidad de material 
genético de partida necesario para un análisis de secuenciación masiva ha 
permitido el desarrollo de nuevas tecnologías centradas en el análisis de una única 
célula, pudiendo eliminar así las etapas de amplificación por PCR, que pueden 
suponer un sesgo en la precisión de la determinación de los niveles de expresión. 
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La tecnología de los secuenciadores Helicos, PacBio y Ion Torrent permiten este 
tipo de secuenciación que no requiere amplificación del material genético, y son 
consideradas tecnologías de secuenciación de 3a generación (McGettigan 2013).  
En los últimos años han surgido, y sin duda seguirán surgiendo, dado el gran 
esfuerzo que está realizando la comunidad científica en este ámbito, una gran 
cantidad de posibilidades para explotar al máximo los resultados de los análisis de 
secuenciación masiva. Se han desarrollando nuevas estrategias que están 
permitiendo un gran avance en la detección de variantes estructurales como 
variaciones en el número de copias (CNVs), grandes inversiones, inserciones, 
delecciones y reordenamientos cromosómicos, que harán posible llevar a cabo 
estudios de asociación con la secuencia completa como ya han planteado otros 
autores (Pérez-Enciso and Ferretti 2010). 
 En el marco de la transcriptómica, cabe destacar las estrategias de detección de 
eQTLs, la expresión específica de alelos analizando los SNPs expresados (eSNPs) y 
el análisis de los perfiles de expresión de miRNAs y snRNAs, entre otras.  
La epigenómica también está jugando un papel importante en los últimos años 
en el ámbito de la transcriptómica, descifrando cómo las modificaciones en DNA y 
las histonas controlan los perfiles de expresión génica y la regulación que 
comunica la transcripción y la traducción. Así han surgido los proyectos ENCODE, 
desarrollados por ahora en humano y ratón pero que se están empezando a aplicar 
en especies no modelo, con el objetivo de catalogar y diseccionar los elementos 
funcionales no codificantes del genoma. Los proyectos ENCODE han sido pioneros 
en la integración de resultados de RNA-seq, Chip-seq, DNase-seq, Ribo-seq, miRNA-
seq, snoRNA-seq, etc. (Figura 13) y han llegado a la conclusión de que el 80% del 
genoma humano posee funciones biológicas específicas y que la mayoría de 
regiones no repetitivas se transcriben en ciertas circunstancias (Birney et al. 2007, 
Dunham et al. 2012). Además estos proyectos han permitido el desarrollo de atlas 
de elementos regulatorios de diferentes tejidos y líneas celulares en ratón y 
humano (Shen et al. 2012, Ernst et al. 2011). 
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Figura 13. Representación esquemática de los principales métodos que se han 
usado para detectar elementos funcionales en el proyecto ENCODE (The Encode 
Project Consortium 2011). 
 
 
La disponibilidad de esta gran cantidad de información ha permitido realizar 
comparaciones entre los niveles de RNA y de las proteínas resultantes, 
encontrándose que los niveles de tránscrito y proteína de genes individuales 
varían drásticamente. En general, se ha estimado en un 40% la correlación 
existente entre los niveles de tránscrito y proteína (Vogel and Marcotte 2012), lo 
que pone de manifiesto la necesidad de tener cautela al proyectar los resultados 
del nivel transcriptómico al dominio proteico (McGettigan 2013). Por ello es 
necesario, también, avanzar un paso más realizando estudios proteómicos que 
permitan confirmar las hipótesis planteadas a nivel genómico. Hoy en día, las 
tecnologías proteómicas más potentes para este tipo de estudios son la 
espectrometría de masas y los microarrays de proteínas. La espectrometría de 
masas es una tecnología muy utilizada para la identificación, cuantificación y 
estudios de modificaciones post-traduccionales a nivel  masivo de proteínas, 
aunque presenta algunas desventajas en proteomas complejos y proteínas y 
modificaciones poco abundantes (Aebersold and Mann 2003, Desiere et al. 2005). 
Estas desventajas son superadas normalmente con el uso de microarrays de 
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proteínas que permiten llevar a cabo estudios globales del perfil proteico sin estos 
sesgos (Yang et al. 2011). Además los microarrays de proteínas permiten 
identificar interacciones proteína-proteína, proteína-ADN, proteína-ARN, proteína-
lípidos, etc. generando gran cantidad de información que contribuye a comprender 
mejor los interactomas, es decir, estudiar de forma global cómo interactúan las 
proteínas en una célula para otorgar funcionalidad y sincronización a los procesos 
celulares (Uzoma and Zhu 2013). 
El verdadero reto para los investigadores hoy en día consiste precisamente en 
interpretar e integrar la enorme cantidad de información generada y extraer de 
ella información biológica relevante. Así, han surgido en los últimos años diversas 
técnicas con este objetivo. La genética de sistemas es una disciplina emergente, 
que tiene como objetivo integrar información para explicar fenómenos biológicos 
desde un nivel global, descifrando el mecanismo molecular de caracteres 
complejos y mejorando el conocimiento de la función de los genes en las rutas 
bioquímicas y las interacciones genéticas (Li 2013). Es un área basada en las 
diferentes tecnologías “ómicas” que permite la identificación sistemática de redes 
génicas involucradas en el control de la expresión génica y proteíca y de 
interacciones entre bloques en desequilibrio de ligamiento responsables de 
caracteres complejos y redes metabólicas.  La genética de sistemas se beneficia de 
la bioinformática en diversos aspectos, como el data mining, el conocimiento 
adquirido, el modelaje computacional, los análisis de rutas in silico, etc (Figura 14). 
La determinación de las redes génicas es uno de los objetivos principales de la 
genética de sistemas para lo que se ayuda del análisis de las correlaciones entre la 
expresión génica de un gran número de genes y del hecho de que genes en bloques 
en desequilibrio de ligamiento con patrones de expresión similares tienden a estar 
funcionalmente relacionados interactuando en las mismas redes (Ackermann and 
Beyer 2012, Weber and Hurst 2011, Bellay et al. 2011). Esta disciplina promete 
obtener información detallada de la relación entre las variantes génicas y los 
fenotipos y descifrar los mecanismos genéticos que gobiernan la independencia de 
múltiples fenotipos para llegar a dar respuesta a la eterna cuestión sobre la base 
genética de la interacción del genotipo con el ambiente (Ayroles et al. 2009). 
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Figura 14. Genética de sistemas y su relación con la bioinformática y la biología 
de sistemas (Li et al. 2013). 
 
 
 Los avances de las tecnologías masivas de análisis genómico han dado como 
resultado listas casi completas de las proteínas codificadas en los genomas, que 
junto con los avances proteómicos y bioinformáticos han permitido la integración 
de todo tipo de estrategias para llegar a estudios globales de este tipo como el 
análisis de interactomas para conseguir llegar a traducir todo este conocimiento en 
un conocimiento más profundo de los sistemas biológicos y los caracteres 
complejos (Uzoma and Zhu 2013).   
En contraposición, las estrategias clásicas basadas en el análisis de genes 
candidatos presentan la principal desventaja, frente a las tecnologías de análisis 
masivo, de requerir información a priori de estructura, función, regulación 
transcripcional, metabolismo, etc. que en la mayoría de los casos es limitada o 
inexistente (Li 2013). A pesar de todo ello, seguirán coexistiendo con las 
Discusión 
178 
 
estrategias de análisis masivo, que en algunos casos y según los objetivos, serán 
necesarias para la validación de los resultados y para tener un conocimiento más 
profundo de regiones que resulten complejas de analizar mediante otras 
aproximaciones.  
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1. El uso de un panel denso de marcadores ha hecho posible confirmar QTLs 
identificados en trabajos previos en los cromosomas SSC4 y SSC6 
reduciendo sus intervalos de confianza y detectar nuevos QTLs en los 
cromosomas SSC1, SSC2, SSC5, SSC9, SSC11 SSC13, SSC14 y SSC17 
asociados al crecimientos y la deposición grasa en porcino, pudiéndose 
identificar en la mayoría de ellos potentes genes candidatos posicionales y 
funcionales. 
 
2. La secuenciación del transcriptoma hipotalámico mediante RNA-seq ha 
mostrado la elevada complejidad de este tejido comparado con otros y 
corroborado su importancia en la regulación del crecimiento y la deposición 
grasa.  
 
3. El análisis de expresión diferencial en animales divergentes para los 
caracteres de interés ha permitido identificar genes, tránscritos y 
potenciales reguladores transcripcionales involucrados en rutas 
relacionadas con el control del crecimiento y la deposición grasa. 
 
4. La secuenciación del gen LEP ha puesto de manifiesto la asociación del 
polimorfismo intrónico LEPg.1387C>T con caracteres de crecimiento, 
deposición grasa y composición corporal en un análisis conjunto con el 
polimorfismo LEPRc.1987C>T, cuyos efectos sobre estos caracteres han 
sido nuevamente verificados.  Además se han detectado efectos 
interesantes de ambos polimorfismos sobre la composición de ácidos 
grasos en grasa subcutánea, probablemente mediados por su efecto sobre la 
deposición grasa. 
 
5. El análisis estructural de la región intrónica del gen LEP ha evidenciado su 
alta variabilidad y la divergencia genética entre poblaciones asiáticas y 
europeas, y corrobora la localización de dos núcleos de domesticación de 
cerdo en Asia.  
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6. La nula diversidad detectada en el promotor del gen LEPR en la raza Ibérica 
podría indicar un posible evento de selección de este gen posiblemente 
asociado a las características particulares de esta raza en relación al apetito 
y deposición grasa y a las de su sistema tradicional de producción basado 
en el aprovechamiento de los recursos de la dehesa, de marcada 
estacionalidad. 
 
7. La caracterización transcripcional del gen LEPR ha mostrado la existencia 
de una nueva isoforma corta cuya principal expresión ocurre en hígado. Los 
resultados parecen mostrar una regulación del LEPR tejido-isoforma 
específica.  
 
8. Los patrones de expresión de los genes LEP y LEPR apoyan, además de su 
función conocida en la señalización hipotalámica, la posible implicación de 
ambos en funciones periféricas como el metabolismo lipídico. 
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1. The use of a dense panel of SNPs has allowed us to confirm QTLs 
identified in previous studies on chromosomes SSC6 and SSC4 reducing 
their confidence intervals and to detect new QTLs on chromosomes 
SSC1, SSC2, SSC5, SSC9, SSC11, SSC13, SSC14 and SSC17 associated with 
growth and fatness related traits in swine, identifying powerful 
functional and positional candidate genes in most of the regions. 
 
2. The hypothalamic transcriptome sequencing through RNA-seq 
technology revealed the high complexity of this tissue in comparison to 
other tissues and confirmed its relevance on growth and fatness 
regulation. 
 
3. The differential expression analysis performed among pigs divergent for 
the traits of interest has allowed us to identify genes, transcripts and 
potential transcriptional regulators of gene pathways involved in 
growth and fatness control. 
 
4. The sequencing of the LEP gene has revealed an intronic polymorphism, 
LEPg.1387C>T, which is associated with growth, fatness and body 
composition traits in a joint analysis with LEPRc.1987C>T 
polymorphism, whose effects on these characters have been verified. In 
addition, interesting effects on fatty acid composition of subcutaneous 
fat were also detected, probably mediated through their fatness effects. 
 
5. The structural analysis of the LEP gene intronic region has shown its 
high variability and the genetic divergence between Asian and European 
pig populations, and it seems to indicate the existence of two nuclei of 
pig domestication in Asia. 
 
6. The null diversity detected in the promoter region of the LEPR gene in 
the Iberian breed could indicate a selection event in this gene, 
potentially related with the high appetite, fatness and leptin levels and 
to the special characteristics of Iberian traditional production system. 
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7. The transcriptional characterization of the LEPR gene has shown the 
existence of a new short LEPR isoform whose highest expression was 
detected in the liver. The results of this analysis seem to indicate an 
isoform and tissue specific regulation of this gene. 
 
8. The expression patterns of LEPR and LEP genes support, apart from 
their known function in hypothalamic signaling pathways, the possible 
implication of both genes in peripheral functions as lipid metabolism. 
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ARTÍCULO I: Genome-wide linkage analysis of QTL for growth and body 
composition employing the PorcineSNP60 BeadChip. 
 
Supplementary Table 1 – Positions and additive effects of significant QTL at the 
chromosome-wide level (q-value < 0.10)  
 
Trait SSC Position cM a (SE) P-value 
     
Whole-population 
 
 
W150d 4 58 -3.38 (1.05) 1.0 x 10
-3
 
 7 5 3.23 (1.08) 2.8 x 10
-3
 
 10 27 -4.16 (1.22) 7.0 x 10
-3
 
  BFT75 5 103 -0.47 (0.19) 1.3 x 10
-2
 
  BFTS 4 74 0.20 (0.07) 4.1 x 10
-3
 
 12 91 -0.27 (0.07) 1.9 x 10
-4
 
 14 85 0.25 (0.07) 8.2 x 10
-4
 
 16 21 -0.23 (0.08) 6.2 x 10
-3
 
  HW 1 105 -0.32 (0.10) 1.6 x 10
-3
 
 4 59 -0.29 (0.10) 4.4 x 10
-3
 
     
BC1 generation  
 
   
  W150d 1 1 -4.51 (1.24) 3.3 x 10
-4
 
 2 84 3.18 (1.31) 1.5 x 10
-2
 
 4 58 -3.27 (1.30) 1.3 x 10
-2
 
 7 120 3.67 (1.25) 3.7 x 10
-3
 
 9 133 4.34 (1.26) 6.8 x 10
-4
 
 10 54 -4.49 (1.29) 5.9 x 10
-4
 
 13 88 3.68 (1.21) 2.5 x 10
-3
 
  BFTS 12 91 -0.37 (0.11) 8.3 x 10
-4
 
 14 85 0.43 (0.11) 1.5 x 10
-4
 
 15 64 0.30 (0.12) 9.6 x 10
-3
 
 16 46 -0.28 (0.11) 4.7 x 10
-3
 
  HW 1 96 -0.26 (0.09) 5.3 x 10
-3
 
 2 33 -0.22 (0.09) 2.3 x 10
-2
 
 13 47 0.23 (0.09) 1.4 x 10
-2
 
  SW 4 60 -0.17 (0.05) 2.1 x 10
-3
 
 6 3 -0.17 (0.05) 1.5 x 10
-3
 
 15 14 -0.14 (0.05) 7.9 x 10
-3
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 17 24 -0.15 (0.05) 4.6 x 10
-3
 
  BLW 4 53 -0.27 (0.09) 2.1 x 10
-3
 
 15 91 -0.22 (0.09) 1.4 x 10
-2
 
 17 13 -0.22 (0.08) 9.7 x 10
-3
 
     
F3+BC2 generations  
  W150d 6 111 5.3 (1.85) 4.4 x 10
-3
 
 9 86 -5.02 (1.75) 4.6 x 10
-3
 
 12 3 6.92 (1.99) 7.8 x 10
-4
 
  ETD75 8 45 1.05 (0.33) 2.9 x 10
-3
 
 13 31 1.25 (0.34) 5.0 x 10
-4
 
 18 57 -1.43 (0.44) 2.0 x 10
-3
 
  BFTS 11 68 0.21 (0.08) 1.1 x 10
-2
 
 12 50 0.28 (010) 5.0 x 10
-3
 
  IMF 2 115 -0.45 (0.12) 3.2 x 10
-4
 
  HW 2 115 0.99 (0.26) 5.4 x 10
-4
 
 4 61 -0.46 (0.18) 1.1 x 10
-2
 
 5 6 -0.68 (0.26) 7.8 x 10
-3
 
 13 18 -0.57 (0.20) 4.0 x 10
-3
 
  BLW 4 63 -0.39 (0.12) 1.6 x 10
-3
 
 9 111 -0.39 (0.11) 6.2 x 10
-4
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ARTÍCULO II: Identification of genes regulating growth and fatness traits in 
pig through hypothalamic transcriptome sequencing. 
 
Supplementary table 1. Phenotypic traits recorded from the backcrossed animals 
of the IBMAP population. 
Description N Mean SD 
Average daily gain (kg/d) 162 0.728 0.11 
Backfat thickness at around 90 kg 
(mm) 
162 14.82 1.93 
Percentage of C18:2 in backfat  157 14.22 1.76 
Percentage of C18:2 in intramuscular 
fat  
144 10.36 2.36 
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Supplementary Table 2. Total number of reads, filtered reads and percentage of 
mapped reads per sample. Samples marked with an asterisk are those not included 
in further analyses. 
 
Sample Total number of reads Filtered reads Mapped reads (%) 
High_1 100,805,876 98,564,915 58.00 
High_2 100,775,172 97,676,522 56.84 
High_3 133,564,350 131,213,812 60.88 
High_4* 103,254,478 98,162,348 60.27 
High_5 98,490,020 95,578,205 55.55 
Low_1* 116,030,772 112,047,709 61.94 
Low_2 106,603,392 103,399,969 60.04 
Low_3 105,426,048 102,701,020 62.10 
Low_4 106,184,416 103,190,054 62.96 
Low_5 87,573,458 84,170,362 57.68 
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Supplementary table 3. Primer pairs, reference sequences, size of the amplified fragment and PCR efficiency (Eff.). 
transcript Primer sequence (5’ to 3’) Reference Sequence Size 
bp 
Eff. 
% 
New isoform detection and quantification    
PLAC8 Fw:GACACAGCCTGCCCAGAACCTC / Rv:AGACGCCGCAGTCGCTGAA ENSSSCT00000010120 174 92 
KIAA1462 Fw:GCGCCTGCCAGCCCGAGTC / Rv:GGCACTGTCCCTTTCGCCTACAA ENSSSCG00000011020 150 72 
Reference genes quantification    
ACTB Fw:TCTGGCACCACACCTTCT / Rv:GATCTGGGTCATCTTCTCAC Erkens et al., 2006 114 83 
B2M Fw:TTCACACCGCTCCAGTAG  / Rv:CCAGATACATAGCAGTTCAGG Kuijk et al., 2007 166 70 
TOP2B Fw:AACTGGATGATGCTAATGATGCT / Rv:TGGAAAAACTCCGTATCTGTCTC Erkens et al., 2006 137 74 
GADPH Fw:TCGGAGTGAACGGATTTG / Rv:CCTGGAAGATGGTGATGG Kuijk et al., 2007 219 87 
Differentially expressed genes quantification    
PRCP Fw:GGTGCCCACTCATTCAAAGATTCC / Rv:CTGCAAGCATGCCACCGTAAGAG ENSSSCG00000014889 163 89 
ACTA2 Fw:AGAACACGGCATCATCACCAACTG / Rv:CACCGCCTGAATAGCCACATACAT NM_001164650.1 205 81 
ADAMTS4 Fw:CCGCACCCGCTTCCGTTCC / Rv:TGTAGCGAGGCACCCAGTCCAT ENSSSCG00000006359 146 84 
VAMP8 Fw:CCTGGCCCGGGGAGAAAACTTG / Rv:CCACCAGAACTTCCGAGCCACCTT ENSSSCG00000022820 112 93 
IRF1 Fw:ATCGGGCAGGACTTGGACATTGAA /  Rv:TTCCCCTCCTCGTCCTCATCTGTT NM_001097412.1 191 88 
BTG2 Fw:AGGTTTTCAGCGGGGCTCTCC / Rv:CTCCCCGATGCGATAGGACACTT NM_001097505.2 239 91 
FA2H Fw:GGGCCTCTTCGTGCTGGGGATGCT / Rv:GGGGGAAGACCAGGCGGGACTCGT XM_003126868.3 173 84 
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Supplementary Figure 1. Gene expression distribution of the 25,010 genes 
annotated in the pig genome in FPKMs normalized values for the High (black) and 
Low (grey) groups. 
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ARTÍCULO III: Joint effects of porcine leptin and leptin receptor genes 
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ARTÍCULO IV: Joint effects of porcine leptin and leptin receptor genes 
 
Supplementary table 1. Primer pairs, size of the amplified fragments and 
annealing temperature. 
 
Ta: annealing temperature. 
 
 
 
 
 
 
Fragment Primer sequence (5’ to 3’) Size, 
bp 
Ta,  
ºC 
LEPR promoter sequencing   
LEPRpro1 FW:TCTGCACACAGTAGGTCCTCA 
RV:CGGTCCTTTACCCAGGTGTA 
514 58 
LEPRpro2 FW:CTGGGTGAAACATCCTTGGTGACA 
RV:GAGCGGGAAAAGGGGGAAGTAAGG 
731 58-68 
LEPRpro3 FW:CGCCGCCGCCATCTCTG 
RV:GCATCCAAACCTACAAATCCTTCC 
436 58-68 
LEP intron 2-3 sequencing 
LEPin1 FW: TGATGCCCAGGACTAGAGGAAGC 
RV: AAACTGGGCAATGGGAAGAAGAAC 
665 60 
LEPin2 FW: CCCCCGCCCATTGTTCT 
RV: TGGAGGAGTCACTTGCTTTATCTA 
746 58 
LEPin3 FW: GGTGCAGACAGCTCCGATTAG 
RV: AGCCACGACTGTCTGTTTCTCAC 
630 60 
LEPin4 FW: GAGACT TCATGAAGAGCCTGACCA 
RV: GGTTTCTTCCCCCGACTGTGG 
789 61 
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ARTÍCULO V: Transcriptional characterization of porcine leptin and leptin 
receptor genes. 
 
Supplementary Figure 1. Average expression stability values of the reference 
genes tested according to the GeNorm analysis. Those genes with stability 
lower than 1.5 could be considered as appropriate reference genes. 
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 Supplementary table S1. Primer pairs and PCR conditions for expression 
analyses, LEPR isoform detection and promoters sequencing. 
 
Fragment Primer sequence (5’ to 3’) Size, 
bp 
Ta,  
ºC 
Eff., 
% 
Reference genes    
ACTB Fw:TCTGGCACCACACCTTCT 
Rv:GATCTGGGTCATCTTCTCAC 
114 60 80 
B2M Fw:TTCACACCGCTCCAGTAG 
Rv:CCAGATACATAGCAGTTCAGG 
166 60 93 
TOP2B Fw:AACTGGATGATGCTAATGATGCT 
Rv:TGGAAAAACTCCGTATCTGTCTC 
137 60 87 
GADPH Fw:TCGGAGTGAACGGATTTG 
Rv:CCTGGAAGATGGTGATGG 
219 60 87 
TBP Fw:GATGGACGTTCGGTTTAGG 
Rv:AGCAGCACAGTACGAGCAA 
124 60 90 
eEF2 Fw:CGACACTTTGAGACTGTCCAGACT  Rv: 
AAGTGGGCCCCAGAAACC 
80 60 - 
Expression analyses    
LEP Fw:GCTTTGGCCCTATCTGTCCTAC 
Rv:AAGTCCAAACCGGTGACCCT 
153 60 87 
LEPRb Fw:GAAAAACACCGGAATGATGC 
Rv:AAAAGAAGAGGGCCAAATGTC 
239 60 81* 
LEPRa Fw:AAGCTATTTTGGGAAGATGTT 
Rv:ATGATGGCAAGTTGGTAGATT 
139 60 96 
LEPRglobal Fw:GACTGGAGCACCCCCTTTACTT 
Rv:GCTAACATGGTCACCCACAACA 
207 60 98 
LEPR isoform detection    
LEPR19-20’ Fw:GGAGTGGGGAAACCGAAGATAA 
Rv:CATGACCAGGCAAATGACAAAG 
363 56  
LEPR5-20 Fw:ATACAGTGCTGGATGAAAGAGGA 
Rv:CACTGCTGCGTTGGTCACTAATA 
324 -  
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Ta: annealing temperature; Eff: Efficiency. (*) Efficiency in hypothalamus, the only 
tissue where LEPRb could be meassured. 
 
LEP promoter sequencing    
LEPpro1 Fw:CTCATCCGCTCCGCACCATCACC 
Rv:GGGGCAAAGCTACCGCAATCCAGA 
681 62  
LEPpro2 Fw:GGTGCGGCCCCCAAAAGATAAAT 
Rv:GGCGGCTGGCAGGGATGAGAAAT 
505 62  
LEPR promoter sequencing    
LEPRpro1 Fw:TCTGCACACAGTAGGTCCTCA 
Rv:CGGTCCTTTACCCAGGTGTA 
514 58  
LEPRpro2 Fw:CTGGGTGAAACATCCTTGGTGACA 
Rv:GAGCGGGAAAAGGGGGAAGTAAGG 
731 (58-68)  
LEPRpro3 Fw:CGCCGCCGCCATCTCTG 
Rv:GCATCCAAACCTACAAATCCTTCC 
436 (58-68) 
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 Supplementary table S2. Description of the polymorphisms detected in the 
promoter regions of LEP and LEPR genes. 
 
Position MAF Predicted TF binding sites 
Cosegregating 
group 
LEPR promoter (Reference sequence FN677933.1)  
34859g.C>T 0.121 INSM1 (6.46e-01) 1 
34928g.C>G 0.216 NFAT-γ-INF (9.56e-03), NFATc3 (6.03e-
01) and PEA3 (7.09e-01) 
2 
34996g.C>T 0.121 SOX (7.08e-01) 1 
35001g.T>C 0.094 SOX (7.08e-01) 3 
35094g.G>T 0.216 - 2 
35297g.A>G 0.243 AP-2-α/ γ (9.96e-01) and MIZ-1a (4.60e-
01) 
4 
35373g.T>C 0.216 PEA3 (4.06e-01), MIZ-1c (4.60e-01), α -
INF.2 (9.15e-01), Tst-1 consensus (7.08e-
01), ε-globin (3.79e-02) 
2 
35384g.indel 
CCCCTCCACT
C 
0.243 MAZ (3.42e-01), NeuroD1-fp4 (3.79e-02), 
SP1-GPC (2.04e-02), SP1-NPY (1.43e-01), 
p300-consensus (1.43e-01), AP-2 (4.59e-
01), SP1-cyclin-D2 (2.04e-02) and H4TF-
1-FVII (2.04e-02) 
4 
35417g.T>C 0.243 CSRNP (4.60e-01) and Nkx-3.2 (9.75e-01) 4 
35472g.A>C 0.243 - 4 
35592g.G>A 0.216 γ -globin (4.60e-01) 2 
35657g.G>C 0.243 AP-2 (9.15e-01), GCF (9.15e-01), SP1-
complement (1.43e-01) and 57bp-URS-
heptam (2.65e-01) 
4 
35731g.T>C 0.216 M-box (2.04e-02) and CSBP-2 (5.00e-01) 2 
35782g.indel
GGAGGCCCC
CGGGGCGA 
0.243 AP2- α / γ (9.96e-01) and MED-1 (7.09e-
01) 
4 
35805g.A>G 0.243 LF-A1 (9.15e-01) and ELP/SF1/FTZ-F1 4 
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(7.40e-02) 
35856g.G>A 0.094 CREB –IL6 (5.54e-03) and E1A (7.09e-01) 3 
LEP promoter (Reference sequence AF492499)  
5112g.T>G 0.30 - 1 
5127g.G>C 0.30 WT1 (6.27e-02), U-prosaposin (2.70e-02), 
MED-1 (5.83e-01) and AP-1-involucrin 
(1.03e-01) 
1 
5202g.C>T 0.30 PEA3 (5.83e-01), Pu box (3.54e-01) and 
ESE-1 (6.67e-01) 
1 
5344g.A>G 0.30 TBX5 (6.68e-01) 1 
5374g.C>A 0.30 INSM1 (4.59e-01) and AP2- α / γ (9.80e-
01) 
1 
5399g.T>C 0.30 - 1 
5809g.T>A 0.30 EBF/Olf.1 (1.03e-01) 1 
 
MAF: Minor allele frequency; TF: Transcription factor. 
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 Supplementary table S3. Pairwise comparison of gene expression values 
observed across the five tissues tested for LEPRglobal, LEPRa and LEP isoforms. 
 
Isoform Comparison FC Estimator SE 95% CI p-value 
LEPRglobal  L/BF 34.5569 -5.1109 0.3439 21.658-55.136 <.0001 
 
 L/LD 11.9125 -3.5744 0.3444 7.461 -19.019 <.0001 
 
 L/D 9.7297 -3.2824 0.3443 6.094 - 15.532 <.0001 
 
 L/HT 1.9041 -0.9291 0.3680 1.154 - 3.139 0.0123 
 
 HT/BF 18.1475 -4.1817 0.3883 10.708 - 30.755 <.0001 
 
 HT/LD 6.2563 -2.6453 0.3888 3.689 - 10.610 <.0001 
 
 HT/D 5.1099 -2.3533 0.3887 3.013 - 8.664 <.0001 
 
 D/BF 3.5517 -1.8285 0.3658 2.160 - 5.838 <.0001 
 
 D/LD 1.2243 -0.2920 0.3663 0.744 - 2.013 0.4262 
 
 LD/BF 2.9007 -1.5364 0.3659 1.760-4.768 <.0001 
LEPRa  L/BF 14.7629 -3.8839 0.3442 9.248 - 23.564 <.0001 
 
 L/LD 6.9900 -2.8053 0.3421 4.391 - 11.125 <.0001 
 
 L/D 5.6345 -2.4943 0.3442 3.529 - 8.993 <.0001 
 
 L/HT 6.1509 -2.6208 0.3690 3.725 - 10.154 <.0001 
 
 HT/BF 2.4001 -1.2631 0.3710 1.449 - 3.973 0.0008 
 
 HT/LD 1.1364 -0.1845 0.3690 0.688 - 1.876 0.6176 
 
 HT/D 0.9161 0.1265 0.3710 0.553 - 1.516 0.7336 
 
 D/BF 2.6201 -1.3896 0.3463 1.636 - 4.194 <.0001 
 
 D/LD 1.2406 -0.3110 0.3442 0.777 - 1.980 0.3673 
 
 LD/BF 2.1120 -1.0786 0.3442 1.323 - 3.371 0.0020 
LEP BF/D 109.0390 -6.7687 0.3499 67.785 - 175.399 <.0001 
 
 BF/LD 56.2546 -5.8139 0.3501 34.961 - 90.515 <.0001 
 
LD/D 1.9382 -0.9547 0.3502 1.204 - 3.119 0.0078 
 
BF: backfat; D: diaphragm; LD: Longissimus dorsi; FC: fold change; SE: standard 
error; CI: confidence interval. 
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 Supplementary table S4. Differential LEP expression conditional on 
LEPg.1387C>T genotype. 
 
  FC Estimator SE 95% CI p-value 
BF CC-TT 1.2050 -0.269 0.6813 0.4775-3.0406 0.6937 
BF TC-TT 0.7363 0.4416 0.6264 0.3144-1.7245 0.4823 
BF CC-TC 1.6365 -0.7106 0.674 0.6550-4.0887 0.2939 
BF a 1.0977 -0.1345 0.3407 0.6910-1.7438 0.6937 
BF d 0.6708 0.5761 0.5543 0.3159-1.4244 0.3008 
D CC-TT 0.9829 0.02494 0.6954 0.3821-2.5281 0.9715 
D TC-TT 0.6643 0.5902 0.6321 0.2814-1.5678 0.3524 
D CC-TC 1.4797 -0.5653 0.6649 0.5996-3.6515 0.397 
D a 0.9914 0.01247 0.3477 0.6182-1.5900 0.9715 
D d 0.6700 0.5777 0.5477 0.3184-1.4101 0.2936 
LD CC-TT 0.8551 0.2258 0.6942 0.3330-2.1959 0.7456 
LD TC-TT 0.5930 0.7539 0.6322 0.2512-1.3998 0.2355 
LD CC-TC 1.4420 -0.5281 0.6663 0.5832-3.5654 0.4296 
LD a 0.9247 0.1129 0.3471 0.5771-1.4819 0.7456 
LD d 0.6413 0.641 0.5489 0.3042-1.3518 0.2453 
 
BF: backfat; D: diaphragm; LD: Longissimus dorsi; FC: fold change: SE: standard 
error; CI: confidence interval. 
 
Anexo I: Material Suplementario 
 
225 
 
 Supplementary table S5. Differential LEP expression conditional on LEP 
promoter SNPs.  
  FC Estimator SE 95% CI Pr > |t| 
BF GG-TT 1.7564 -0.8126 0.9317 0.4953-6.2278 0.3851 
BF TG-TT 0.7970 0.3274 0.6158 0.3452-1.8398 0.596 
BF GG-TG 2.2038 -1.1400 0.986 0.5773-8.4126 0.2502 
BF a 1.3253 -0.4063 0.4659 0.7038-2.4957 0.3851 
BF d 0.6014 0.7337 0.6772 0.2396-1.5090 0.2811 
D GG-TT 1.7416 -0.8004 0.936 0.4883-6.2116 0.3944 
D TG-TT 1.2074 -0.2719 0.6078 0.5287-2.7572 0.6555 
D GG-TG 1.4423 -0.5284 0.977 0.3825-5.4389 0.5897 
D a 1.3197 -0.4002 0.468 0.6988-2.4923 0.3944 
D d 0.9149 0.1283 0.6655 0.3704-2.2596 0.8475 
LD GG-TT 2.5448 -1.3476 0.9358 0.7137-9.0739 0.1561 
LD TG-TT 0.7228 0.4682 0.6081 0.3164-1.6513 0.4458 
LD GG-TG 3.5258 -1.8180 0.9774 0.9345-13.3029 0.0691 
LD a 1.5952 -0.6738 0.4679 0.8448-3.0123 0.1561 
LD d 0.4541 1.1390 0.6661 0.1837-1.1224 0.0927 
 
BF: backfat; D: diaphragm; LD: Longissimus dorsi; FC: fold change; SE: standard 
error; CI: confidence interval. 
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Supplementary Files 
 
Supplementary Figure 1. Hierarchical cluster analysis of the 143 experimental 
conditions based on the expression of the 12,320 porcine genes. 
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Supplementary Figure 2: Tissue specific regulatory network of the porcine 
transcriptome with tissue specific transcription factors (TSTF) highlighted in red. 
Node size was mapped to average transcript abundance, node colour and shape 
were mapped to the different gene types: TS (grey squares), TF (grey triangles) 
and TSTF (red circles). 
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Supplementary Table 1. List of the predicted 112 tissue-specific transcription 
factors (TSTF) with their maximum and average expression, tissue in which they 
are specific, tissue specificity value (TSV) and the reference that confirms its tissue 
location. 
 
Gene Max Average Tissue TSV ReferenceA  
FOXN4 4.00 3.15 ACO 1.27   
HOXD8 8.29 6.49 ACO 1.28 Doi-Poi et al., 2007 
NR5A1 7.91 5.97 ACO 1.32 Ferraz-de-Souza et al., 2011 
INSM1  7.31 4.52 ADE 1.61 Lan and Breslin, 2009 
PITX2  7.07 4.40 ADE 1.61 Quentien et al., 2006 
POU1F1 4.59 2.48 ADE 1.85 Lee et al., 2011 
SIX6  4.50 2.29 ADE 1.97 Li et al., 2002 
PPARG 7.12 4.90 BFT 1.45 Roberts et al., 2011 
ESR2  2.53 1.94 BLO 1.30 Scariano et al., 2008 
GATA1 5.25 4.02 BLO 1.31 Zhang et al., 2000 
GATA3 6.77 5.07 BLO 1.33 Buza-Vidas et al., 2011 
LASS4  4.29 3.26 BLO 1.32  Hicks et al., 2009 
LHX3  5.16 3.92 BLO 1.32   
NFATC4 4.49 3.35 BLO 1.34 Graef et al., 2001 
POU2F2 3.60 2.76 BLO 1.31 Herbeck et al., 2011 
PRDM1 2.99 2.22 BLO 1.35 Wilkinson et al., 2011 
RXRA  4.93 3.83 BLO 1.29 Stephensen et al., 2007 
SP7  6.62 4.97 BLO 1.33 Valenti et al., 2008 
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SUPT16H 3.54 2.72 BLO 1.30   
TFDP2 9.33 6.24 BLO 1.49   
ZNF430 3.96 3.05 BLO 1.30   
EGR4  3.81 1.89 BRAIN 2.01 Ludwin et al., 2011 
FOXG1 5.62 2.82 BRAIN 1.99 Dastidar et al., 2011 
JMJD2C 4.42 2.52 BRAIN 1.75   
POU3F3 6.25 3.63 BRAIN 1.72 Sugitani et al., 2002 
SATB2 4.65 3.02 BRAIN 1.54 Gyorgy et al., 2008 
TBR1  4.55 1.86 BRAIN 2.45 Mckenna et al., 2011 
TBX1  5.92 4.32 DIA 1.37   
GATA6 8.08 5.99 HEART 1.35 Maitra et al., 2010 
HAND2 7.29 5.22 HEART 1.40 Shen et al., 2010 
HEY2  7.21 5.52 HEART 1.31 Koibuchi et al., 2007 
KCNIP2 6.88 4.72 HEART 1.45 Thomsen et al., 2009 
NR4A3 6.97 5.35 HEART 1.30   
TBX5  3.95 2.02 HEART 1.96 Wang et al., 2011 
NHLH2 3.46 1.90 HYP 1.81 Vella et al., 2007 
NKX6-2 5.09 3.38 HYP 1.51   
OLIG1  6.03 3.08 HYP 1.96 Virard et al., 2006 
OLIG2  5.84 3.53 HYP 1.66 Sun et al., 2011 
RFX4  3.64 1.92 HYP 1.90 Zhang et al., 2007 
ASCL2  3.43 2.18 ILE 1.57 Van der Flier et al., 2009 
CDX2  3.88 1.81 ILE 2.14 Coskun et al., 2011 
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CREB3L3 5.74 3.05 ILE 1.88 Li et al., 2009 
MEOX2 3.99 2.89 LD 1.38 Otto et al., 2010 
MSTN  4.18 2.67 LD 1.57 Hennebry et al., 2009 
SIX4  3.87 2.64 LD 1.46 Aziz et al., 2010 
BCL11B 5.06 3.06 MLN 1.65 Durum 2003 
E2F7  4.33 3.10 MLN 1.39   
E2F8  4.84 3.43 MLN 1.41   
HELLS  5.45 3.97 MLN 1.37 Geiman and Muegge, 2000 
MNDA  2.89 1.79 MLN 1.61   
MYBL1 5.49 4.06 MLN 1.35 Golay et al., 1997 
TBX19 6.95 5.22 NEU 1.33 Davis et al., 2010 
ARX  5.47 3.68 OLF 1.49 Yoshihara et al., 2005 
DLX2  4.95 2.83 OLF 1.75 Brill et al., 2008 
SOX11  5.04 3.26 OLF 1.54   
BNC1  2.81 1.85 OVA 1.52 Luchi et al., 1999 
GSX2  2.50 1.48 OVA 1.70   
BHLHB5 6.80 5.08 PIN 1.34 Brunelli et al., 2003 
LHX9  3.41 2.34 PIN 1.46 Avraham et al., 2009 
LMX1A 4.51 3.10 PIN 1.45   
NEUROD1 4.74 2.41 PIN 1.97 Munoz et al., 2007 
NEUROD4 5.20 2.72 PIN 1.91   
ZNF224 2.40 1.52 PIN 1.57   
DLX3  3.60 1.69 PLA 2.13 Chui et al., 2010 
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GRHL1 3.73 2.50 PLA 1.49 Henderson et al., 2008 
HOXA13 4.09 1.75 PLA 2.34 Shaut et al., 2008 
MSX2  5.47 3.16 PLA 1.73 Quinn et al., 2008 
TFAP2A 4.90 2.69 PLA 1.82 Biadasiewicz et al., 2011 
TFAP2C 3.80 2.39 PLA 1.59 Kuckenberg et al., 2010 
VGLL1  4.85 2.59 PLA 1.87   
DLX4  4.03 3.04 SM 1.32   
FHL3  9.84 7.74 SM 1.27 Cottle et al., 2007 
FOXL2  3.94 2.70 SM 1.46   
HOXA9 6.80 4.62 SM 1.47   
MYF6  6.39 3.93 SM 1.62 Ropka-Molik et al., 2011 
OVOL1 4.91 3.84 SM 1.28   
POU6F2 4.08 3.03 SM 1.35   
PPARGC1A 8.59 6.73 SM 1.27 Lee et al., 2011 
SIX1  7.71 5.40 SM 1.43 Gianakopoulos et al., 2011 
SOX6  2.73 2.01 SM 1.97 An et al., 2011 
ATF3  9.21 6.94 SOL 1.33   
CREB5 4.33 3.43 SOL 1.26   
FOSB  4.15 2.69 SOL 1.54   
MEOX1 4.93 3.77 SOL 1.31   
MYF5  2.97 1.81 SOL 1.64 Francetic and Li, 2011 
MYOD1 5.00 3.21 SOL 1.56 Aziz et al., 2010 
SMYD1 4.04 2.68 SOL 1.50 Just et al., 2011 
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ZNF100 3.60 2.14 SPL 1.68   
BARX1 3.23 1.88 STO 1.72 Kim et al., 2011 
FOXA1 5.13 3.09 STO 1.66 Ye et al., 2009 
FOXA2 5.66 2.92 STO 1.94 Ye et al., 2009 
FOXA3 5.28 2.95 STO 1.79   
GATA4 6.11 4.12 TES 1.48 Jing et al., 2009 
HDX  1.38 0.72 TES 1.90   
MYCL1 1.63 1.11 TES 1.46 Robertson et al., 1991 
NFKB1 1.35 0.77 TES 1.76   
PHF7  3.47 2.23 TES 1.55 Xiao et al., 2002 
POU4F1 1.54 1.03 TES 1.49 Budhram-Mahadeo et al., 2001 
PYGO1 1.42 0.93 TES 1.54   
SP8  1.89 1.03 TES 1.84   
TAF7L  5.18 3.08 TES 1.68 Akinloye et al., 2007 
ZNF627 1.33 0.55 TES 2.40   
GRHL2 4.56 2.52 THY 1.81   
HHEX  4.92 3.60 THY 1.36 Fagman and Nillson, 2011 
DLX5  5.14 2.62 UTE 1.96   
DLX6  4.41 2.25 UTE 1.96   
EMX2  5.13 3.26 UTE 1.52 Taylor et al., 2005 
HOXA2 3.54 2.38 UTE 1.49   
HOXB5 6.07 4.16 UTE 1.46   
HOXB6 7.61 5.31 UTE 1.43   
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PGR  3.02 1.71 UTE 1.76 Lee et al., 2006 
SPDEF  7.11 5.17 UTE 1.38   
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